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Resumen

La microalga verde Dunaliella salina es un organismo con importantes aplicaciones
biotecnolégicas, tales como la producciéon de carotenoides, vitaminas, enzimas,
acidos grasos, entre otros productos. Para llevar a cabo la expresion de proteinas
recombinantes en esta microalga, es necesario conocer su gendmica. En el
presente trabajo, se realizaron las dos estrategias existentes para obtener el
ensamble del plastoma de la cepa aislada en una laguna hipersalina de Guerrero
Negro, Baja California Sur, México. Se realizé el ensamble por referencia con las
cepas aisladas en Australia (CCAP 19/18) y San Quintin, Baja California, México
(SQ), respectivamente, seleccionando el alineamiento con la cepa CCAP 19/18,
debido al porcentaje de concordancia entre las secuencias, constituyendo una
longitud final de 263,577 pb. Por otra parte, se realizd la anotacion del genoma
ensamblado, en la que se determinaron 122 genes. Finalmente, se disefié un casete
para la expresion de proteinas recombinantes y se identificaron regiones
potenciales para la insercion del casete, proponiéndolos con el fin de aplicarlos en
trabajos futuros que tengan el objetivo de manipular genéticamente el cloroplasto
de D. salina GN con fines biotecnologicos.

Palabras clave: Dunaliella salina, cloroplasto, ensamble, anotacion, genoma, casete
de expresion, proteinas recombinantes
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L. Introduccion

I.L1 Sistemas de expresion de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes tienen diversas aplicaciones en las industrias
farmacéutica, cosmética, alimenticia y quimica, asi como en la agricultura y
tratamiento de desechos.

Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes son construcciones
genéticas disefiadas para producir una proteina dentro o fuera de un entorno. Estos
sistemas consisten de tres componentes esenciales para la produccion de proteinas
recombinantes. El primer componente a considerar es el entorno bioldgico para el
sistema, en el que se encuentran la maquinaria y energia requeridas para la sintesis de
proteinas. El segundo elemento es el vector, mismo que permite la introduccién de la
informacion genética en el huésped, conteniendo factores regulatorios para la
replicacion del material genético. Finalmente, el tercer componente se trata del casete
de expresion, elemento que se incorpora al vector que contiene el marco de lectura
abierto con los elementos necesarios para la transcripciéon y traduccion de la proteina
a producir (Fisher et al, 2016).

Los principales sistemas de expresion de proteinas recombinantes utilizados
comercialmente son los de tipo bacteriano y mamifero, sin embargo, se han empleado
esfuerzos para que se utilicen en mayor frecuencia los sistemas de expresiéon en
plantas (Shanmugaraj et al., 2020).

Los sistemas de expresion en animales son de gran interés y estan en continuo
desarrollo, en comparacion con los de tipo bacteriano, son de mayor costo (Clark y

Pazdernik, 2016, p. 356). Como ejemplo de estos sistemas de expresion, se destaca el




constructo del gen que codifica para la B-caseina en la cabra, en cual el gen de esta
proteina es reemplazado por el material genético de interés, manteniendo el
promotor y elementos reguladores endégenos, permitiendo asi la expresion de
proteinas recombinantes por medio de la glandula mamaria de dicho animal
(Shepelev et al., 2018).

Las levaduras son sistemas de expresién que proveen la ventaja de expresar
proteinas en un amplio rango de escalamiento, ademas de identificarse como un
organismo seguro de utilizarse para tales fines. Se destacan dos tipos de sistemas de
expresion en este grupo de organismos, los vectores plasmidicos episdmicos que
funcionan tanto en levaduras como en bacterias, conteniendo el material genético de
interés, promotor y terminadores especificos y los vectores que ademas de contener
las caracteristicas anteriores, contienen secuencias que les confiere la capacidad de
integrarse a los cromosomas de la levadura, ofreciendo la ventaja de no degradarse en
comparacién con los plasmidos episémicos, que pueden perderse durante las
divisiones celulares (Clark y Pazdernik, 2016, p. 353).

Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes en algas, ofrecen las
ventajas de expresar una amplia variedad de proteinas recombinantes complejas, asi

como de requerir medios sencillos y econémicos para cultivarse (Carrera et al,, 2018).

1.2 Sistemas de expresion de proteinas recombinantes en algas

Las algas son organismos eucariotas que pueden ser unicelulares o
multicelulares. Son capaces de vivir en diferentes habitats, desde lagunas de agua
dulce hasta océanos profundos. Estos organismos contienen pigmentos tales como la

clorofila que le permiten realizar la fotosintesis (Manivasagan y Kim, 2015).




Existen diferentes especies de algas, las cuales se clasifican en los siguientes
grupos:  Rhodophyta,  Glaucocystophyta,  Chlorophyta, = Chlorarachniophyta,
Euglenophyta, Heterokonta, Haptophyta y Cryptophyta (Raven y Giordano, 2014).

Estos organismos se encuentran en formas macroscopicas (macroalgas) y
microscopicas (microalgas) considerandose estas como las de mayor presencia dentro
de la naturaleza. Las microalgas cultivables se pueden clasificar en algas rojas,
crisofitas y algas verdes (Yan et al, 2016).

En el caso especifico de las algas del grupo Chlorophyta, existen diferentes
procedimientos y sistemas de expresion dependiendo del organismo considerado
para la modificacion genética. Es posible transformar a este grupo de algas mediante
bombardeo de microparticulas, electroporacion y pldsmido Ti (Gong et al, 2011).

Considerados los métodos de transformacién de algas, es posible adentrarse en
los sistemas de expresion en algas. Primero, el vector que contiene el material
genético a expresar, lleva consigo un promotor especifico, un gen de interés y un
terminador de transcripcion fuerte, este vector se introduce por uno de los métodos
de transformaciéon anteriormente destacados, dependiendo del tipo de alga a
transformar (Oey et al, 2014).

Los transformantes primarios, se seleccionan por medio de marcadores que
confieren alguna resistencia, para el caso de las algas es conveniente utilizar
herbicidas. Los transformantes seleccionados se colocan en condiciones controladas
de crecimiento. Finalmente se cultivan dichos organismos para obtener asi grandes

volumenes de produccidn de proteinas recombinantes (Walker et al., 2005).




1.3 Dunaliella salina

Entre las microalgas verdes, se encuentra un organismo con gran potencial
biotecnoldgico, Dunaliella salina (D. salina), organismo reportado por primera vez
hace aproximadamente 100 afios. Se encuentra mayormente en ambientes
hipersalinos, tales como lagos salados y salinas (Oren, 2005).

El ciclo de vida de D. salina es considerado complejo, debido a que los flagelos
se fusionan formando un puente citoplasmatico, creando un cigoto que germina al
romperse la envoltura celular, liberando 32 células hijas haploides. Ademas, existe
una etapa vegetativa que ciertas microalgas desarrollan debido a que se encuentran
en ambientes de alta salinidad no dptimo para su crecimiento (Borowitzka y Siva,
2007).

Las principales aplicaciones biotecnolégicas de D. salina, son la produccion de
carotenoides, vitaminas, antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados, reactores
biolégicos, minerales y enzimas. Ademas del rendimiento mencionado de estas
moléculas, se identifica la capacidad de esta microalga para la remocién de metales
pesados al implementarse en el tratamiento de aguas residuales (Hosseini et al,
2009).

La expresion de proteinas recombinantes en esta microalga puede llevarse a
cabo tanto en la mitocondria, cloroplasto y nucleo (Siddiqui et al, 2020). Sin embargo,
para fines objetivos, es necesario destacar la importancia y ventajas que confiere la

expresion de proteinas recombinantes en los cloroplastos.




1.4 Expresion de proteinas recombinantes en cloroplastos

Primero, resulta importante subrayar que el genoma del cloroplasto es el que
se ha estudiado en mayor medida en comparaciéon con el nuclear y mitocondrial,
ofreciendo asi la capacidad de comprender el mecanismo del plastoma y de encontrar
regiones especificas para llevar a cabo las modificaciones genéticas pertinentes (Bock,
2007).

Las células vegetales se componen de numerosos cloroplastos, mismos que
contienen varios nucleoides, que a su vez incluyen abundantes copias de plastomas,
esto permitiendo llevar a cabo la producciéon de proteinas recombinantes en gran
medida (Kuroiwa, 1991). Los genes contenidos en estos organelos, codifican para
obtener productos proteicos que estan implicados en la fotosintesis, asi como en las
vias metabdlicas de la planta (Wicke et al, 2011).

Los cloroplastos ofrecen la capacidad de expresar mayor cantidad de proteinas
recombinantes en comparacion con el nucleo, que al poseer sistemas de
silenciamiento transgénico disminuye la capacidad de llevar a cabo modificaciones
genéticas. Ademas, este organelo proporciona la capacidad de integracion especifica
de los genes exdgenos debido al mecanismo de doble recombinacién homéloga que lo
caracteriza (Scotti et al, 2013).

Otro factor importante a considerar dentro de las modificaciones genéticas en
los cloroplastos, es la capacidad que tiene para hospedar genes exdgenos, debido a
que este organelo si puede retenerlos en contraste con el nucleo, que suele perder la

informacién introducida (Meyers et al.,2010).




Los genes exoOgenos son introducidos mediante un vector previamente
disefiado, por algin método de transformaciéon seleccionado e integrandolo en el
genoma del cloroplasto mediante doble recombinacién homéloga entre las secuencias
homodlogas en el vector y las secuencias homologas en el cloroplasto (Lutz et al,
2007).

La producciéon de proteinas recombinantes en los cloroplastos esta
habitualmente regulada por las condiciones de luz en la que se encuentre el cultivo,
esto debido a que los procesos de transcripcién para obtener estas proteinas se ven
afectados por los elementos reguladores endogenos (Carrera et al, 2018). Ademas, se
deben de contemplar los efectos que tiene la optimizacion de codones para producir

las proteinas de interés.

I.5 Genomas de la microalga Dunaliella salina

Actualmente, el genoma nuclear de D. salina se encuentra en proyecto de
secuenciacion (Smith et al, 2010). Por otra parte, a la fecha solo se encuentran
ensamblados dos genomas de cloroplastos de cepas de esta microalga, D. Salina CCAP
(269,044 pb) (Smith et al., 2010), D. Salina SQ (243,635 pb) (Lopez et al,, 2017). Dados
los escasos cloroplastos ensamblados de D. salina, resulta un campo interesante por

explorar.

I.6 Sistemas de secuenciacion

Los genomas del cloroplasto de cepas de D. salina aisladas de lagunas
hipersalinas, se han logrado ensamblar y anotar a partir de datos obtenidos por

distintas plataformas de secuenciaciéon de ADN. El proceso de secuenciacion se refiere




a la determinacion de la secuencia de los pares de bases (A, T, G, C) de una molécula
de ADN.

Alo largo de los afos, han existido diferentes métodos de secuenciaciéon, como
el método reportado por Maxam-Gilbert en 1977 (Maxam y Gilbert, 1977), en el cual,
el rendimiento es bajo debido a que solo se obtiene informacién de unos pocos
nucleétidos. En el mismo afio, Sanger desarrolla otro método de secuenciacion
(Sanger et al, 1977), procedimiento que genera mayor cantidad de datos y fue
utilizado desde 1977 hasta aproximadamente el afio 2005, sin embargo, debido a los
altos costos y tiempos de operacion se buscaron alternativas, surgiendo asi diferentes
tecnologias que permitieron el subsecuente desarrollo de las plataformas de
secuenciacion de la siguiente generacién (Next Generation Sequencing, NGS por sus
siglas en inglés) (Krishna etal.,, 2019).

Las plataformas de NGS se consideran de mayor rendimiento, rapidas y

econdmicas en comparacion con el método de Sanger. Se dividen en segunda y tercera
generacion dependiendo del tiempo de aparicién de dichas plataformas.
Existen diferentes metodologias entre las plataformas de secuenciacién mas utilizadas
actualmente, las cuales se mencionan enseguida. El método de la plataforma lon
torrent, se basa en la deteccion de los iones de hidrégeno (Rothberg et al, 2011), asi
como los cambios en los niveles de pH, considerdndose indicadores de la
incorporacién de nucleétidos (Goodwin et al.,, 2016).

La plataforma de secuenciacion de tercera generacion, Nanopore, trabaja

mediante una membrana eléctrica nanométrica, en la que al aplicar voltaje, produce




residuos eléctricos que de manera proporcional indican la presencia de los
nucledtidos en la secuencia analizada (Clarke et al., 2009).

PacBio RS I], se basa en la tecnologia SMRT (Single-Molecule Real-Time por sus
siglas en inglés), misma que detecta los nucledtidos presentes en las secuencias
analizadas mediante la localizacion de fluorescencia en dichas moléculas durante el
analisis (Schadt et al, 2010).

[llumina solexa sequencing, se rige mediante la tecnologia de secuenciacién por
sintesis (Sequencing By Synthesis, SBS por sus siglas en inglés), en la que se utilizan
cuatro nucleétidos modificados, asi como de una DNA polimerasa especifica que, al
llevar a cabo el proceso de polimerizacion, permite la identificacion de los nucleétidos
presentes en la secuencia de ADN analizada mediante la fluorescencia emitida
(Heather y Chain, 2016). De manera general, [llumina sequencing es la plataforma de
secuenciacion mayormente utilizada en comparacién con las mencionadas, debido a
las caracteristicas de simplicidad que a esta plataforma le confiere (H.y G., 2018) y la

gran cantidad de datos que se obtienen por corrida de secuenciacion.

1.7 Ensamble de genomas

El ensamble del genoma, es el proceso en el que se ordenan las lecturas de ADN
obtenidas durante la secuenciacion hasta obtener la secuencia correcta del genoma de
interés. Para llevar a cabo el ensamble, es necesario utilizar algin programa
ensamblador en el que los datos de entrada sean las lecturas de nucledtidos
registradas (Kalyanaraman et al., 2011).

Actualmente existen dos estrategias para ensamblar un genoma, el ensamble

por referencia, en donde las lecturas obtenidas mediante la secuenciacién se alinean




con la secuencia de un genoma de referencia existente en bases de datos. Por otra
parte, si no existe una secuencia de referencia, se utiliza la estrategia de ensamble de
novo. Este proceso es consecutivo, debido a que las lecturas al ensamblarse se
convierten en contigs, el ensamble de contigs en supercontigs y finalmente se fusionan
en cromosomas. El proceso anteriormente descrito, no siempre logra ensamblar
completamente todos los genomas, debido a la pérdida de informaciéon durante el
proceso de secuenciaciéon (Choudhuri, 2014).

Para lograr el ensamble de novo, existen diferentes programas que funcionan
bajo ciertos algoritmos. El algoritmo de tipo Greedy compara todos los fragmentos por
pares de ADN y une aquellos que se superpongan entre si. El proceso iterativo termina
una vez que se logre la mayor superposicién entre las lecturas (Miller et al, 2010).

El algoritmo de graficos de De Bruijn funciona mediante los pares de bases
consecutivos identificados como k-mers, mismos que son representados como nodos,
creando un arco entre ellos en caso de que se identifique alguna superposicion
(Compeau etal, 2011).

Por su parte, el algoritmo de consenso de disefio de superposiciéon (OLC del
inglés Overlap-Layout-Consensus) genera un disefio a partir de las superposiciones
encontradas entre las lecturas analizadas, creando un grafico que permite obtener una
secuencia de consenso como archivo de salida (Z. Li et al.,, 2012). El grafico de cadenas
(string graph por su significado en inglés) es una variante del algoritmo
anteriormente descrito debido a que tiene el mismo funcionamiento y ademas elimina

las secuencias que no son necesarias para el ensamble (Khan et al., 2018).




Determinar los genomas de los organismos, permite encontrar regiones
genéticas para diversos usos, por ejemplo, integrar sistemas de expresion de
proteinas recombinantes. En el presente trabajo, se pretende ensamblar y anotar el
genoma del cloroplasto de D. salina GN aislada de la salina de Guerrero Negro B.C.S,,
México, utilizando datos de secuenciacion obtenidos mediante la plataforma de
secuenciacion Illumina MiSeq y localizar regiones gendmicas para la introduccién de

casetes de expresion de proteinas recombinantes.
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II. Justificacion

La microalga verde Dunaliella salina tiene un gran potencial biotecnolégico. Las
principales aplicaciones son la produccion de carotenoides, vitaminas, antioxidantes,
acidos grasos, enzimas, entre otros productos. Este organismo puede expresar
proteinas recombinantes en el cloroplasto, mitocondria y nucleo. El cloroplasto ofrece
la ventaja de expresar proteinas en abundante cantidad, debido a los numerosos
plastomas contenidos en las células vegetales.

Para llevar a cabo modificaciones genéticas que permitan la expresion de
proteinas recombinantes, es necesario conocer la gendmica del organismo.
Actualmente, el genoma nuclear de D. salina se encuentra en proyecto de
secuenciacion, los genomas de las mitocondrias y cloroplastos de las cepas de San
Quintin, México (SQ), Guerrero Negro, México (GN) y Australia, se encuentran en la
base de datos NCBI, a excepcion del plastoma de la cepa GN.

Debido a los escasos genomas secuenciados y ensamblados, en el presente
trabajo se destaca el ensamble y anotacién del genoma del cloroplasto de la cepa GN,
con el fin de generar conocimiento que permita el andlisis de la arquitectura
gendmica, reconocimiento de genes y secuencias reguladoras en dicho organelo.
Aunado a lo anterior, dados los pocos plastomas reportados de esta microalga, se han
realizado escasas modificaciones genéticas al cloroplasto de D. salina, por lo que, en
este proyecto, se presenta el diseno de un casete para la expresion de proteinas
recombinantes, asi como la identificacion de regiones potenciales para la insercién del
casete disenado, con el fin de implementarlo en trabajos futuros que tengan el

objetivo de modificar el plastoma de D. salina.
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III. Hipotesis

Utilizando métodos de ensamble y anotacién de genomas, serd posible conocer la
secuencia y arquitectura genomica del cloroplasto de la cepa de Dunaliella salina
aislada en Guerrero Negro, B.C.S., México, e identificar regiones genéticas para la

insercion de casetes de expresion de proteinas recombinantes.

IV. Objetivos

IV.1 Objetivo general

e Ensamblar y anotar el genoma del cloroplasto de la cepa de la microalga
Dunaliella salina aislada de Guerrero Negro, B.C.S., México e identificar
regiones potenciales para la inserciéon de casetes de expresién de proteinas

recombinantes.

IV.2 Objetivos particulares

e Ensamblar de novo el genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

e Ensamblar por referencia el genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

e Anotacion del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

e Llamado de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).

e Disefio in silico de un casete para la expresion de proteinas recombinantes en el
cloroplasto de Dunaliella salina GN.

e Identificacién de regiones potenciales para insercién de casetes de expresion

de proteinas recombinantes.
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V.  Metodologia

V.1 Extraccion de ADN

Se utilizaron secuencias gendémicas obtenidas de la siguiente manera:

La muestra del cloroplasto fue obtenida de la cepa de D. salina, aislada en
Guerrero Negro, Baja California Sur, México (Magdaleno y Stephano, 2017).

En dicho estudio, se cultivo la muestra de la microalga hasta la fase media
exponencial en 200 mL de medio liquido de Johnson modificado (Feng et al, 2009)
(10 mM KNO;, 50 mM NaHCO3;, 5 mM MgSO,-7H,0, 0.4 mM KH,PO,, 2uM
FeCl;-6H,0, 5 uM EDTA, 7 uM MnCl, -4H,0, 1 uM CuCl,-2H,0, 1 uM ZnCl,, 1 uM
CoCl, -6H,0, 1 pM (NH,) Mo,0,,- 4H,0, 185 puM H3;Bos, 0.2 mM CaCl,), a una
concentracion de 250 mM de NaCl.

El cultivo se incubd a una temperatura de 4 °C en oscuridad por 48 horas, para
disminuir los niveles de almidén. Después de la incubacidn, se procedié a centrifugar
el cultivo a 3000 g por 30 minutos, descartando el sobrenadante y homogeneizandolo
por 5 minutos en 30 mL del buffer de aislamiento frio (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 5 mM EDTA, 0.1% BSA (w/v), 0.1% b-mercaptoethanol (v/v).

El homogenado se filtré a través de dos capas de la membrana Miracloth
(Merck) y el resultado se colocé en tubos falcon de 50 mL. El filtrado se centrifugé a
3000 g por 10 minutos y se resuspendio el pellet en 10 mL de buffer de aislamiento
frio. Se centrifugd por 10 minutos a 3000 g y finalmente se resuspendié el pellet en 10
mL de H20 destilada (Shi et al,, 2012).

El procedimiento anteriormente descrito, se realizé con el objetivo de aislar

mitocondrias, sin embargo, durante el proceso se identific6 que también se aislaron
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cloroplastos. La extraccion del ADN mitocondrial y cloroplastico se realizo mediante el
protocolo establecido por el kit miniprep Axyprep multisource genomic DNA
(Axygene). La integridad del ADN extraido se verific6 por medio de un gel de agarosa
al 1% y se cuantificéd usando un nanodrop.

Finalmente, se separaron 3 microgramos del ADN total para secuenciarse en la
plataforma Illumina MiSeq en IGM genomics center de UCSD, con bibliotecas de
tamafio de inserto con un intervalo de 400 a 900 nucleétidos y lecturas de 300 bases
paired-end.

V.2 Preprocesamiento

Los analisis de los datos fueron realizados en una computadora portatil de 4
nucleos, 8 GB de memoria RAM y 500 GB de disco duro. El sistema operativo utilizado
fue Windows Subsystem for Linux, basado en Ubuntu 20.04.

La plataforma Illumina (Shen et al, 2005), utiliza la tecnologia de
secuenciacion por quimica de sintesis (Sequencing by Synthesis, SBS por sus siglas en
inglés). El software que integra SBS (Ambardar et al, 2016), almacena cada ciclo
secuenciado en archivos de llamada de base binaria (BCL, Binary Base Call, por su
significado en inglés). Para utilizar los BCL generados en herramientas de
tratamientos de datos actualizados, deben de convertirse a formato FASTQ.

El formato FASTQ es un archivo que contiene los datos de la secuenciacién. En
una corrida de lectura unica, se genera un archivo de lectura 1 FASTQ (R1). Por otra
parte, si se realiza una lectura de extremo emparejado, se generan dos archivos,
FASTQ (R1) y FASTQ (R2) respectivamente, comprimiéndolos con la extension

* fastq.gz.
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Los archivos generados se conforman de cuatro lineas, en el que la primera
linea muestra la informaciéon referente a lectura de la secuenciacion, presentando el
informe dependiendo del software que se haya utilizado para convertir el archivo de
formato BCL a FASTQ.

La segunda linea brinda informacién sobre la secuencia, conformandose de A,
T, G, C o N en caso de que no se identifique al nucleétido secuenciado. El separador se
encuentra en la tercera fila, representado por un signo de mas (+). Por dltimo, la
cuarta linea indica los puntajes de calidad de las llamadas de base.

Las secuencias crudas se sometieron al programa FastQC (Andrews, 2010).
Este software proporciona un informe de la calidad de las lecturas que permite
identificar problemas que hayan surgido durante la secuenciacion o en el material de
biblioteca inicial.

FastQC realiza el analisis de los datos mediante diferentes secciones. La forma
interactiva de este programa, muestra las evaluaciones de los analisis en el lado
izquierdo de la pantalla, considerando diferentes simbolos y colores dependiendo de
las calificaciones obtenidas, en las que, el modulo se considera aprobado si muestra
una marca verde, indica la revision de los datos si reporta un triangulo naranja y
finalmente, la seccion se considera reprobada si muestra una cruz roja. Las
evaluaciones finales deben de considerarse solo como un indicativo para el
tratamiento de los datos.

Una vez contemplados los resultados de las evaluaciones de calidad, se

introdujeron las lecturas crudas en el programa Trimmomatic (Bolger et al, 2014).
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Esta herramienta de linea de comandos, permite realizar recortes y eliminar
adaptadores en los archivos de secuenciacion de formato FASTQ de Illumina.

En este caso especifico, se consider6 un tratamiento estandar reportado en
Trimmomatic (Bolger et al., 2014), en el que se eligieron algunas opciones para lograr
el filtrado de las lecturas, mismas que se mencionan a continuacion.

Se seleccion6 ILLUMINACLIP, comando que retira los adaptadores de
secuenciacion, asi como algunas lecturas especificas de I[llumina. La opcién AVGQUAL,
elimina las secuencias en las que el nivel de calidad se encuentre por debajo del
definido por el usuario, en este caso, se considero el puntaje 30.

Se defini6 el nivel 25 en SLIDINGWINDOW, comando que escanea las lecturas y
las recorta en caso de que la calidad esté por debajo de la especificada.

Por tultimo, la opcién MAXINFO, recorta secuencias considerando la longitud de
la lectura y la tasa de error de secuenciacion, definiendo este parametro en al menos
100 pares de bases y tasa de error en 0.3 para lograr una mayor exactitud en la
secuencia.

Una vez obtenidas las lecturas limpias, se introdujeron en diferentes

programas para realizar el ensamble de novo y por referencia respectivamente.
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Aislamiento de la cepa de D. salina

Extraccion del ADN de la cepa de D. salina

Secuenciacion del ADN extraido y obtencion de las lecturas
crudas

Evaluacion de la calidad de las lecturas mediante el
software FastQC y filtrado de secuencias por Trimmomatic

Ensamblaje de novo mediante los programas A5-miseq
pipeline y MEGAHIT respectivamente

Ensamblaje por referencia utilizando bowtie2

Anotacion del genoma mediante los programas Mfannot y
RNAweasel respectivamente

Figura 1. Diagrama en el que se describen los pasos para realizar el ensamble y
anotacion del genoma del cloroplasto de D. salina GN.

V.3 Ensamble de novo del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN
Para realizar el ensamble de novo, se introdujeron las lecturas limpias al
pipeline A5-miseq (Coil et al, 2015). El proceso consiste de cinco pasos que a
continuacion se describen:

1. Para realizar la limpieza en las lecturas, se eliminan las de baja calidad y los
adaptadores de secuencias mediante el programa Trimmomatic. Los errores se
corrigen con el algoritmo de SGA (Simpson y Durbin, 2012).

2. Los ensambles de contigs se realizan mediante el algoritmo IDBA-UD (Peng et
al, 2012).

3. Elandamio de los contigs se realiza con la biblioteca secuenciada.
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4. Los errores en los ensambles se corrigen mediante la deteccion de la
asignacion errénea de los pares de bases en las longitudes esperadas.

5. El andamio final se realiza mediante una dltima ronda de andamiaje. En este
ultimo paso, también se generan estadisticas referentes al ensamble y
estimaciones de calidad.

V.4 Ensamble por referencia del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina
GN

Las lecturas de secuenciacidon previamente tratadas se sometieron a diferentes
programas con el objetivo de obtener el ensamble por referencia del cloroplasto de D.
salina GN.

Primero, los plastomas de las cepas de D. salina CCAP 19/18 y SQ (con
numeros de acceso en GenBank de NC_016732.1 y KX530454.1, respectivamente), se
indexaron mediante el software Bowtie2 version 2.4.1 (Langmead y Salzberg, 2012),
programa que indexa los genomas de referencia con un indice basado en la
transformada de Burrows-Wheeler. Se sometieron las secuencias indexadas y las
lecturas limpias al mismo software, con el objetivo de obtener las correspondientes
alineaciones, seleccionando el comando -S para generar ambos archivos en formato
SAM (Sequence Alignment/Map, por su significado en inglés).

Los archivos SAM se convirtieron a formato BAM (Binary Aligment/Map)
mediante el programa Samtools version 1.10 (Li et al, 2009), indexando también los
ficheros creados por medio del mismo software. Finalmente, los ensambles generados

se visualizaron en Tablet viewer (Milne et al., 2013).
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Por otra parte, se realiz6 una segunda ronda de ensambles por referencia
mediante el programa BWA (Burrows-Wheeler Aligner, por su significado en inglés)
version 0.7.17-r1188 (H. Li, 2013). Este paquete de software, permite alinear
secuencias con genomas de referencia, mediante tres diferentes algoritmos, BWA-
backtrack (H. Li y Durbin, 2009), BWA-SW (H. Li y Durbin, 2010) y BWA-MEM (H. Lj,
2013).

Se seleccion6 el comando index en el programa BWA, para realizar la
indexacion de los genomas de referencia de las cepas de D. salina CCAP 19/18 y SQ.

Para realizar las correspondientes alineaciones de los plastomas de referencia
con las lecturas de secuenciacion, se seleccion6 a BWA-MEM. Este algoritmo permite
efectuar alineamientos de secuencias largas con genomas grandes, esto en
comparacién con los otros dos algoritmos que permiten ensambles con lecturas mas
cortas. Los ensambles generados se visualizaron en el programa Tablet viewer.

Por otra parte, con el objetivo de identificar la proximidad evolutiva de las
cepas GN, SQ y CCAP 19/18, se realizaron dos andlisis filogenéticos moleculares
mediante el programa MEGA-X (Kumar et al, 2018), software que provee
herramientas para realizar analisis comparativos de secuencias moleculares.

Para realizar ambos alineamientos, se consideré el analisis evolutivo por
maxima verosimilitud (Evolutionary analysis by maximum likelihood, por su
significado en inglés).

En el primer andlisis, se introdujo la secuencia de nucledtidos del gen petA de

las cepas GN, SQ, CCAP 19/18 y de otros 9 organismos del Chlamydomonadales.
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Finalmente, para realizar el segundo analisis, se consideraron las secuencias
genomicas del cloroplasto de las cepas GN, SQ, CCAP 19/18 y de otros 9 organismos

del orden Chlamydomonadales.

V.5 Anotacion del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN

Para realizar la anotacién del genoma del cloroplasto de D. salina GN, se
consider6 el programa MFannot (Beck y Lang, 2010), software que permite anotar los
genomas de los cloroplastos y mitocondrias. Se introdujo la secuencia ensamblada por
referencia con la cepa CCAP 19/18, con el objetivo de generar un archivo de formato
sequin, en el que se identificaron las coordenadas de los genes encontrados.

Por otra parte, se introdujo la secuencia del genoma del cloroplasto en el
programa RNAweasel (Lang et al, 2007), para identificar a los intrones del grupo I y
[I, ARNt (ARN de transferencia) y ARNr (ARN ribosomal).

Finalmente, se realizd la curacién manual de los genes anotados mediante el

software UGENE versién 35.0 (Okonechnikov et al., 2012).

V.6 Llamado de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

El llamado de variantes se refiere a la identificacion de diferencias entre
nucledtidos al comparar dos genomas. Especificamente, el reconocimiento de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs, Single Nucleotide Polymorphism por su
significado en inglés) indica las bases nitrogenadas distintas entre dos secuencias, una

muestra y una de referencia (EMBL-EBI, 2019).
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Para acumular las lecturas alineadas en todas las posiciones dentro de los
genomas ensamblados, se utiliz6 el comando mpileup en el programa Samtools,
considerando las alineaciones previamente generadas en formato BAM y a las
secuencias de referencia (con numero de acceso en GenBank de NC_016732.1 y
KX530454.1, respectivamente) en formato FASTA.

Por otra parte, para llamar variantes de las lecturas acumuladas, se utilizo el
comando call en el programa BCFtools version 1.10.2 (Li, 2011). Los archivos
generados en formato VCF (Variant Calling Format, por su significado en inglés) se

convirtieron a FASTQ mediante la opcion vcf2fq en la herramienta vcfutils (Li, 2011).

Por ultimo, se utiliz6 el comando -filter en el programa Seqret versiéon 6.6.0.0

(Madeira et al., 2019), para convertir los archivos de formato FASTQ a FASTA.

V.7 Diseiio de un casete para la expresion de proteinas recombinantes

Se revisaron articulos en los que se modific6 el genoma del cloroplasto de D.
salina o en microalgas con proximidad evolutiva, con el objetivo de elegir a los
promotores, elementos reguladores endégenos (5 UTR y 3’ UTR, untranslated region
por sus siglas en inglés), marcadores de seleccion de cepas transformadas y genes
informadores, elementos necesarios para el casete de expresion.

Con los componentes seleccionados, se disefiaron dos vectores, el primero para
la seleccidn de las cepas transformadas y un segundo constructo con el fin de expresar
la proteina recombinante.

Por ultimo, mediante la investigacion de las correspondientes secuencias
dependiendo de los elementos elegidos para el disefio, se realizaron ambos vectores

en el software SnapGene (de Insightful Science; disponible en snapgene.com).
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V.8 Identificacion de regiones potenciales para insercion de casetes de
expresion de proteinas recombinantes

Se revisaron diferentes articulos en los que se lograron modificaciones

geneéticas en el cloroplasto de D. salina, para identificar regiones intergénicas

potenciales con el objetivo de insertar el casete de expresion previamente disefiado.
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VI. Resultadosy discusiones
VI.1 Extraccion de ADN
La extraccion del ADN del cloroplasto de D. salina GN, se realiz6 en otro estudio
(Magdaleno y Stephano, 2017). Mediante el procedimiento realizado, se obtuvo una
concentracion del ADN de 264 ng/pL con un radio de 260/280 de 1.85 en un volumen
final de 80 pL.
Las mediciones se realizaron en un nanodrop y la integridad del ADN se
identifico mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, en el que se cargaron 5

uL de las cepas GN y SQ. El resultado se muestra en la figura 2.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de la extracciéon de ADN. 1) ADN de
Dunaliella salina SQ. 2) ADN de Dunaliella salina GN.

Mediante la figura 2, es posible observar la integridad y degradaciéon del ADN
analizado en el carril 2 correspondiente a la cepa de D. salina GN, caracteristicas que
se reportaron como adecuadas para llevar a cabo la secuenciaciéon en el estudio en el

que se realizo este procedimiento.
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En la metodologia descrita en este documento, se declara que, en el trabajo de
Magdaleno et al 2017, inicialmente se llevd a cabo el procedimiento con la finalidad de
aislar mitocondrias de las cepas SQ y GN, sin embargo, en el estudio se menciona que
al realizar el ensamble de novo de los genomas mitocondriales de ambas cepas, se
generaron contigs que se alinearon con el genoma del cloroplasto de D. salina CCAP
19/18, razdn por la que se concluy6 que también se aislaron cloroplastos.

Después de la extraccion del ADN, se llevé a cabo la secuenciaciéon del material
genético extraido, obteniendo 15,562,756 secuencias para la cepa GN, lo que
corresponde a 17,353x el tamafio del genoma secuenciado, considerando la longitud
del plastoma de la cepa CCAP 19/18 (269,044 pb), reportada por Smith en 2010.

La cobertura minima recomendada para realizar el ensamble de novo, es de al
menos 50x (I[llumina, 2010), por lo que se infiere que es posible ensamblar el genoma
mediante esta estrategia, considerando la cobertura estimada de 17,353x del

plastoma de D. salina GN.

VI.2 Preprocesamiento
La secuenciacion del cloroplasto de D. salina arroj6 dos achivos paired-end.
Estas bibliotecas se analizaron en el software FastQC para obtener las evaluaciones de
calidad en cada una de ellas. Los estadisticos basicos generados por este programa se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Estadisticos basicos de calidad generados por el programa FastQC, a partir de
los archivos paired-end del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

Archivo Secuencias totales | Longitud de la | %GC | Media de
secuencia Qs

Forward (R1) | 7,781,378 35-301 46 28

Reverse (R2) | 7,781,378 35-301 47 24

La puntuacién de calidad Phred (Q score, por su significado en inglés), indica la
probabilidad de que el secuenciador llame de forma incorrecta a una base
determinada (Illumina, 2011).

El médulo de calidad de secuencia por base en el software FastQC, muestra
mediante graficos, los intervalos de puntajes de calidad en las bases de los archivos
paired-end introducidos en dicho programa.

Estos graficos se componen de la linea roja central que representa la mediana,
los diagramas de cajas y bigotes en cada una de las posiciones de la lectura, en los que,
la caja amarilla corresponde al intervalo intercuartil (25-75%), los bigotes superior e
inferior representan el 10% y 90% respectivamente y, por ultimo, el trazo azul
muestra la calidad media de las secuencias. El fondo de la grafica se divide en verde,
naranja y rojo, correspondiendo a buena, aceptable y baja calidad, respecto a las
llamadas de base.

Las evaluaciones obtenidas de los archivos paired-end analizados mediante

este mddulo, se muestran en las figuras 3 y 4 respectivamente.
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Figura 3. Calidad de secuencia por base en el archivo R1 del cloroplasto de
Dunaliella salina GN.

En la figura 3, se observan los valores de calidad de cada nucleétido (base) de
la lectura forward (R1), la linea azul que representa la media e inicia en los 34 puntos

y desciende hasta los 22.
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Quality scores across all bases (Sanger [ Tllumina 1.9 encoding)
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Figura 4. Calidad de secuencia por base en el archivo R2 del cloroplasto de
Dunaliella salina GN.

En la figura 4, se observan los valores de calidad de cada nucleétido (base) de
la lectura reverse (R2), la linea azul que representa la media e inicia en los 37 puntos y
desciende hasta los 12.

El valor minimo considerado para trabajar con lecturas de ADN es 30, debido a
que corresponde a una llamada incorrecta por cada 1000 realizadas. El programa
FastQC muestra lecturas con valores inferiores a 30 en las lecturas R1 y R2, por lo cual
es necesario descartar las lecturas que presentan valores de calidad por debajo de 30,

antes de comenzar con el ensamble de novo y por referencia.

27




Por otra parte, las puntuaciones de calidad por secuencia permiten evaluar si
algiin subconjunto de las secuencias tiene valores de calidad bajos, esto sucediendo
debido a factores tales como deficiencias en las lecturas. Los resultados en este
modulo, se pueden observar en las figuras 5 y 6, imagenes que representan a la

calidad en los archivos R1 y R2 respectivamente.

Quality scare distribution over all sequences
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Average Quality per read
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Figura 5. Puntuaciones de calidad por secuencia en el archivo R1 del cloroplasto de
Dunaliella salina GN.
En la figura 5 se muestra el resultado del mdédulo de evaluacién de

puntuaciones de calidad por secuencia en el archivo R1. En el grafico, se observa que
mas de 2,500,000 secuencias presentan puntajes mayores a 30. Por su parte, el resto
de las secuencias, que representan la menor parte en la lectura, reportan valores que

van desde 17 hasta 29 puntos, razén por la que se aprobo la fase.
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Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
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Figura 6. Puntuaciones de calidad por secuencia en el archivo R2 del cloroplasto de
Dunaliella salina GN.

FastQC evalué como aprobado el médulo de puntuaciones de calidad por
secuencias en el archivo R2. En la figura 6 se muestra que mas de 700,000 secuencias
(Ia mayoria de las secuencias en la lectura) presentaron valores que van desde 31

hasta 34 puntos de calidad media, razén por la que se aprobo esta seccion.

Por su parte, el moédulo de evaluaciéon de calidad correspondiente a la
distribuciéon de la longitud de la secuencia, presenta mediante graficos el tamafno de
los fragmentos en las secuencias analizadas. Los resultados de los archivos paired-end

analizados, se muestran en las figuras 7 y 8.
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Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length
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Figura 7. Distribucion de los tamafios de los fragmentos de las secuencias en el
archivo R1 del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

La figura 7 corresponde a la distribucion de los tamafos de los fragmentos de
las secuencias del archivo R1, indicando que la longitud aproximada en ellos va desde
290 hasta 299 nucleétidos. Debido a que existen variaciones entre las longitudes de
las secuencias, FastQC indicé la revision este médulo, sin embargo, los desarrolladores
indican que este aviso se puede ignorar debido a que es algo que sucede con

frecuencia (“Sequence Length Distribution,” Babraham Bioinformatics).
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Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length
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Figura 8. Distribucion de los tamafios de los fragmentos de las secuencias en el
archivo R2 del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

El programa FastQC indic6 la revision de este moédulo, debido a que se
identific6 variacién en la longitud de las secuencias en la lectura R2. En la figura 8, se
observa que el tamano de los fragmentos de las secuencias es de aproximadamente

290 hasta 299 nucledétidos.

En otra instancia, la deduplicacion se refiere a la compresién de datos con el
objetivo de eliminar copias duplicadas. El mdédulo de evaluacion del grado de
duplicacion en los archivos, muestra mediante un grafico el nimero de secuencias y
las copias que presentan cada una de ellas. En este esquema, la linea azul representa a
todas las lecturas en relacién con los niveles de duplicacién. Por su parte, el trazo rojo

indica a las secuencias deduplicadas respecto a la proporcién que le corresponde a la
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secuencia. Las evaluaciones obtenidas se muestran en las figuras 9 y 10

respectivamente.

Percent of seqs remaining if deduplicated &0.29%
100
% Deduplicated sequences

% Total sequences
an

]
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£0
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40
30

20

1 2 3 4 5 & 7 3 9 =10 =50 =100 =500 =1k 2Bk =10k

Sequence Duplication Level

Figura 9. Grado de duplicacion en las secuencias del archivo R1 del cloroplasto de
Dunaliella salina GN.

En la figura 9, se observa el resultado del modulo de duplicacion de las
secuencias en el archivo R1. Este apartado se aprobd por FastQC, debido a que los
niveles se mantuvieron bajos tanto en el trazo azul que representa a la lectura, asi
como en las secuencias deduplicadas representadas con la linea roja, indicando un

nivel de cobertura alto para el genoma objetivo.
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Percent of segs remaining if deduplicated &0.66%
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Figura 10. Grado de duplicacion en las secuencias del archivo R2 del cloroplasto de
Dunaliella salina GN.

FastQC indic6 que la evaluacién de la duplicaciéon en el archivo R2 fue
aprobada. En el grafico 10, se muestra que las lineas caen en el nivel 2, grado que se
considera bajo en las secuencias duplicadas y deduplicadas respectivamente, por lo
que se evaluo a la biblioteca como diversa.

Una vez obtenidos y analizados los resultados de evaluaciones de calidad en las
secuencias crudas, se sometieron las lecturas al programa Trimmomatic, con el
objetivo de mejorar la calidad en ellas.

Los archivos procesados se introdujeron al programa FastQC para obtener las
evaluaciones de calidad después del tratamiento de los archivos. Los estadisticos

béasicos de calidad de las secuencias tratadas se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Estadisticos basicos de calidad generados por el programa FastQC a partir de
los archivos paired-end procesados del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

Archivo | Secuencias totales | Longitud de la secuencia | %GC | Media de QS

R1 4,479,343 1-301 44 36

R2 4,479,343 1-301 43 36

Después del tratamiento de las lecturas, se obtuvieron 8,958,686 secuencias
para la cepa GN, lo que corresponde a 9,989x el tamafio del genoma secuenciado,
considerando la longitud del plastoma de la cepa CCAP 19/18 (269,044 pb), reportada
por Smith en 2010.

El resultado del médulo de calidad de secuencias por base en los archivos

paired-end procesados, se muestran en las figuras 11 y 12.
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Figura 11. Calidad de secuencia por base en el archivo R1 procesado del cloroplasto
de Dunaliella salina GN.

En el caso del archivo R1 procesado, FastQC reporté que el mdédulo de calidad
de las secuencias por base fue aprobado, debido al tratamiento realizado mediante
Trimmomatic. En la figura 11, es posible observar que la linea azul que representa la
media, comienza en 38 y desciende hasta aproximadamente 34 puntos, superando el

nivel minimo de 30, requerido para realizar ensambles de calidad.
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Guality scores acrass all bases (Sanger | Tlumina 1.9 encoding)
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Figura 12. Calidad de secuencia por base en el archivo R2 procesado del
cloroplasto de Dunaliella salina GN.

La calidad por base en las secuencias tratadas del archivo R2 mostrada en la
figura 12, se evalia como aprobada por el programa FastQC, debido a que la media en
este mddulo inicia en 38 puntos de calidad y desciende hasta aproximadamente 34,

puntuaciones logradas debido al tratamiento realizado en las lecturas crudas.
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Quality score distribution over all sequences

3500000

Average Quality per read

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

25 26 27 8 9 30 31 32 33 34 35 36 37
Mean Sequence Quality (Phred Scare)

Figura 13. Puntuaciones de calidad por secuencia en el archivo R1 procesado del
cloroplasto de Dunaliella salina GN.

El mo6dulo de las puntuaciones de calidad por secuencia en el archivo R1
procesado que se muestra en la figura 13, es aprobado al igual que en la evaluacién
previa al tratamiento de las secuencias crudas, ya que mantiene la calidad por encima

de los 30 puntos.
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Quality score distribution over all sequences
Average Quality per read
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Figura 14. Puntuaciones de calidad por secuencia en el archivo R2 procesado del
cloroplasto de Dunaliella salina GN.

En la figura 14, se muestra la distribuciéon de los puntajes de calidad en las
secuencias del archivo R2 procesado, en la que los niveles abarcan desde 34 hasta 37
puntos, por lo que el programa calificoé este moédulo como aprobado, al igual que en la

evaluacion anterior previo al tratamiento de las secuencias.
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Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length
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Figura 15. Distribucién de los tamafos de los fragmentos de las secuencias en el
archivo R1 procesado del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

FastQC sugirid la revision del mdédulo de distribuciéon de los tamafos de los
fragmentos en las secuencias del archivo R1 procesado, debido a la diferencia entre
los tamafios de los fragmentos, misma evaluacion obtenida previo al tratamiento de
los datos. A pesar de que las evaluaciones permanezcan igual, existen diferencias
entre los tamafios. En la figura 15, se identifican fragmentos con tamafios desde 40
hasta 300 pares de bases, en comparaciéon con el analisis anterior, que report6

longitudes de aproximadamente 290 nucleétidos.

39




Distribution of sequence lengths aver all sequences

Sequence Length
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Figura 16. Distribucién de los tamafios de los fragmentos en las secuencias del
archivo R2 procesado del cloroplasto de Dunaliella salina GN.

El programa FastQC indicé la revisiéon del moédulo de la distribucién de los
tamafios de los fragmentos en las secuencias del archivo R2 procesado, debido a que
se reportaron diferentes longitudes de las secuencias. En la evaluacién anterior al
tratamiento del archivo R2 original, se reporta la misma calificacién, sin embargo,
estas difieren, debido a que el primer andlisis presenta valores que van
incrementando conforme a la longitud de los fragmentos, llegando hasta 300
nucleétidos, en comparacién con este caso representado en la figura 16, en la que se
identifica una campana que comienza en 100, llega a la ciispide con 220 y termina en

300 pares de bases.
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Figura 17. Grado de duplicacién en las secuencias del archivo R1 procesado del
cloroplasto de Dunaliella salina GN.

El médulo de duplicacién de las secuencias en el archivo R1 procesado fue
aprobada por el software FastQC. En la figura 17, la linea azul y roja indican que las
secuencias tanto duplicadas como deduplicadas comienzan a descender en el nivel 2,
grado considerado bajo, calificacién que indica que existe una alta cobertura en la

biblioteca secuenciada.
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Figura 18. Grado de duplicacién en las secuencias en el archivo R2 procesado del
cloroplasto de Dunaliella salina GN.

En el caso de la duplicacion de las secuencias en el archivo R2 procesado, el
software indica una calificacion aprobatoria para este mddulo. La figura 18, muestra
los resultados de esta seccion, en la que las lineas comienzan a descender en el nivel 2,
conservando el mismo grado de duplicaciéon desde antes de que la biblioteca se
procesara.

Una vez considerados y discutidos los resultados en cuanto al pretratamiento
de las secuencias, se procedi6 a introducirlas en diferentes programas para realizar

los ensambles de novo y por referencia respectivamente.
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VI.3 Ensamble de novo del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN

Para realizar el ensamble de novo del cloroplasto de D. salina GN, se
introdujeron las secuencias procesadas al pipeline a5-miseq. Los pasos logrados en el
algoritmo del programa utilizado fueron los siguientes:

1. Limpieza en las lecturas: se eliminaron las lecturas de baja calidad con
el programa Trimmomatic

2. Los errores en las lecturas se corrigieron con el algoritmo de SGA.

3. Al llegar al apartado de ensamble de contigs mediante IDBA-UD, el

proceso se detuvo, mencionando que tales secuencias no fueron generadas.

Using Long ClLipping Sequence: 'TTTTTTTTTTCAAGCAGAAGACGGCATACGA®

Using Long Clipping Sequence: 'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG'

Using Long Clipping Sequence: 'TCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT'

TLLUMINACLIP: Using 3 prefix pairs, 16 forward/reverse sequences, 0 forward onl

y sequences, 0 reverse only sequences

Input Reads: 15562756 Surviving: 15367594 (98.75%) Dropped: 195162 (1.25%)

TrimmomaticSE: Completed successfully

[a5] '/home/myrna/a5_miseq_linux_20160825/bin'/sga preprocess -q 25 -f 20 -m 35
--pe-mode=0 dunaliella.s1/GN_S2_L0O1_R1_0©1.fastq.trim.fastg > dunaliella.s1

JGN_S2 L0061 R1 801.fastq.both.pp 2> fdev/null

[a5] sga index -d 1060037 -t 4 dunaliella.sl/dunaliella.pp.fastq > dunaliella.s

1/index.out 2> dunaliella.sifindex.err

[a5] '/home/myrna/a5_miseq_linux_28160825/bin'/sga correct -t 4 -p dunaliella.p

p -o dunaliella.s1/GN_S2 L0811 R1 001.fastq.both.pp.ec.fastq dunaliella.s1/GN_52

_Lee1_R1_001.fastq.both.pp = dunaliella.sl/rawl.correct.out

[timer - sga::correct] wall clock: 19868.22s CPU: 76935.72s

Running cat dunaliella.s1/GN_S2 L@81 R1_001.fastqg.both.repair.fastq => dunaliel

la.s1/dunaliella.ec.fastq

Done merging libraries

[a5_s2] Building contigs from dunaliella.ec.fastq with IDBA

[a5_s2] Building contigs from dunaliella.ec.fastq with IDBA

[a5] dunaliella.s2/dunaliella.ec.fasta has 4320729967 bytes of FastA sequence d

ata

[a5] '/home/myrna/a5_miseq_ linux_20160825/bin'/idba_ud500 --num_threads 4 -r du

naliella.s2/dunaliella.ec.fasta -o dunaliella.s2/dunaliella --mink 35 --maxk 3

00 --min_pairs 2

Killed

[a5] Error building contigs with IDBA

(base) :~5 1s -a

Figura 19. Final del proceso de ensamble de novo del cloroplasto de Dunaliella
salina GN, en el pipeline a5-miseq.
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Los resultados indican que aunque fue posible realizar las respectivas
limpiezas de lecturas mediante Trimmomatic y la correccidn de las secuencias con el
algoritmo de SGA, la construccién de contigs con IDBA (Iterative De Bruijn Graph) no
fue lograda, debido a que como se establece en el programa, IDBA presento un error al
intentar estimar el tamafio de insercidon causando un bloqueo antes del andamio, en el
que los contigs de ser generados se habrian utilizado, sin embargo, al no generarse
alguno, el programa se cerré de forma automatica.

Aunado a la razo6n anterior, existen algunas otras situaciones que pudieron no
haber permitido el logro de este objetivo. La cobertura minima del genoma
recomendada para realizar un ensamble de novo es de 50x, sin embargo, en el
presente estudio se utilizan secuencias que representan 9,989x el tamafio del
plastoma ensamblado. [llumina establece que una amplia cobertura puede implicar un
mayor uso de memoria (I[llumina, 2010), por lo que se infiere que la capacidad de la
computadora utilizada (8 GB de RAM y 4 nucleos), no fue suficiente para obtener el
genoma.

Por otra parte, se infiere la presencia de regiones repetitivas en la secuencia a
ensamblar, tal y como se presentan en el genoma del cloroplasto de la cepa CCAP
19/18 reportada por Smith en 2010, mismas regiones que complican el proceso de
ensamble de novo.

Entre las diferentes razones anteriormente consideradas, se destaca el hecho
de que el ensamble se realiz6 en una computadora de 8 GB de RAM, en comparacién

con otros ensambles logrados en sistemas con 32 GB de RAM (Lopez et al, 2017;
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Magdaleno y Stephano, 2017) en una duraciéon menor a 16 horas como la aqui
reportada.

Al no lograr este objetivo, se establece que es necesario utilizar las mismas
herramientas que las reportadas en estudios en los que se lograron ensambles, para

poder considerar comparaciones entre los resultados obtenidos.

V1.4 Ensamble por referencia del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina
GN

Las lecturas pretratadas se sometieron a diferentes programas con el objetivo
de obtener el ensamble por referencia del genoma del cloroplasto de D. salina GN.

Se indexaron los genomas de las cepas CCAP 19/18 y SQ, respectivamente,
mediante el programa Bowtie2, con el que se generaron 6 archivos en formato BT2
por cada genoma de referencia, ficheros en los que se encuentran divididos los indices
de las secuencias. Se introdujeron los archivos indexados y secuencias de referencia
en el mismo programa, obteniendo los alineamientos en formato SAM.

Por otra parte, los ficheros generados se convirtieron a su forma binaria (BAM)
mediante la herramienta Samtools.

Los alineamientos generados en formato SAM se visualizaron en el programa

Tablet viewer. Los resultados se presentan en las figuras 20 y 21.
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salina GN con la cepa SQ, generado por el programa BowtieZ2.
Al realizar los dos ensambles por referencia mediante el programa Bowtie2,
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Figura 21. Ensamble por referencia del genoma del cloroplasto de Dunaliella
considerando los genomas de los cloroplastos de D. salina de las cepas CCAP 19/18 y
cobertura de bases. Al comparar los alineamientos realizados, se identific6 una

SQ respectivamente, se encontraron diferencias considerables en cuanto a la

concordancia mayor de 98.458% con la cepa de Australia




plastoma de San Quintin, constando de 70.047%. Por otra parte, el porcentaje de
discordancia con la cepa de Australia es de 1.747%, cantidad menor que la de la cepa
SQ, siendo de 5.432%. Los resultados se presentan en la tabla 3.

Existe una mayor proximidad geografica de las zonas en las que fueron aisladas
las cepas SQ y GN en comparacidn con la cepa CCAP 19/18, sin embargo, al observar
los resultados de los alineamientos, se identifica la gran similitud existente entre las
secuencias de las cepas de Australia y Guerrero Negro, México.

En la figura 20, se muestra el alineamiento casi total con la cepa CCAP 19/18.
Las zonas sin cobertura (gaps) observadas, se analizaron mediante el programa
UGENE, utilizando el genoma de referencia para identificar a dichas regiones. Las
areas identificadas correspondian a secuencias no codificantes en el plastoma de la
microalga de Australia. Estos resultados se muestran en la tabla 4.

Por otra parte, en la figura 21, se presenta el ensamble por referencia a la cepa
SQ, alineamiento con un niimero mayor de gaps en comparacion con el plastoma de la
microalga de Australia. Al analizar las zonas identificadas, se encontraron regiones
genéticas codificantes y no codificantes.

Una vez considerados y analizados los resultados de los alineamientos
generados por el programa Bowtie2, se realizé una segunda ronda de ensambles por
referencia mediante el algoritmo BWA.

Al implementar el comando index en los genomas de referencia de las cepas
CCAP 19/18 y SQ, se obtuvieron 5 archivos por genoma indexado. Los ficheros
generados son de tipo binario, denominados BWT, PAC y SA, asi como también los

documentos de texto AMB.
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Mediante la implementacién del comando bwa mem, los genomas de referencia
y las secuencias procesadas, se obtuvieron dos alineamientos distintos en formato
SAM.

Los ensambles generados se analizaron mediante Tablet viewer, mismos
alineamientos que se pueden observar en las figuras 22 y 23.
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Figura 22. Ensamble por referencia del genoma del cloroplasto de Dunaliella
salina GN con la cepa CCAP 19/18, generado por el programa BWA.
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Figura 23. Ensamble por referencia del genoma del cloroplasto de Dunaliella
salina GN con la cepa SQ, generado por el programa BWA.

La figura 23, representa el ensamble por referencia con el plastoma de la cepa
CCAP 19/18 mediante el programa BWA. En ella, es posible observar que se obtuvo
una cobertura casi total del genoma, constando de 98.71% con la secuencia de
referencia. Por otra parte, el porcentaje de discordancia es de 3.069%.

El ensamble por referencia con la cepa SQ utilizando el programa BWA, se
observa en la imagen 24. En esta figura, se identifican gaps entre las secuencias
ensambladas, mismas zonas que corresponden a 81.557% en cuanto a la cobertura del
genoma original y una discordancia del 6.307%.

Considerando los resultados con respecto a las cepas anteriormente
mencionadas, la cepa CCAP 19/18 representa una mayor cobertura y un menor
porcentaje de discordancia con el genoma del cloroplasto aqui ensamblado, razones
por las que se eligen los alineamientos generados mediante el plastoma de la cepa de

Australia, para cuestiones de andlisis y anotacién de la secuencia obtenida.

49




Tabla 3. Tabla comparativa de los resultados encontrados en cada uno de los

Ensamble Nuamero del Cantidad de | Porcentaje Porcentaje de
realizado genoma de secuencias | de bases con | discordancia con
en referencia en cobertura el genoma de
GenBank referencia
Bowtie2 NC_016732.1 895,873 98.458% 1.747%
BWA NC_016732.1 1,507,697 98.71% 3.069%
Bowtie2 KX530454.1 501,551 70.047% 5.342%
BWA KX530454.1 1,906,312 81.557% 6.307%

ensambles generados por los programas Bowtie2 y BWA respectivamente.

Tabla 4. Gaps identificados en el ensamble de Dunaliella salina GN, considerando las
regiones en el genoma del cloroplasto de la cepa CCAP 19/18.

Region Region del gap %GC Gen
repetitiva identificado

Si 134,200 - 135,791 16% G, 15% rrnL (region
C intronica)

No 188,409 - 189,321 22% G, 17% | Region no codificante
C

No 210,461 -210,610 16% G, 12% psbA (Region
C intrénica)

No 211,449 - 212,020 15% G, 19% psbA (Region
C intrénica)

Si 260,578 - 262166 15% G, 16% rrnL (Regién
C intrénica)

Al comparar las diferencias que existen entre los alineamientos generados,

resulta importante destacar que los genomas de los cloroplastos tienen arquitecturas

gendmicas generalmente conservadas (Daniell et al,, 2016).
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Considerando lo anterior, pueden existir diferentes razones en cuanto a las
diferencias entre los resultados obtenidos, tales como que las bibliotecas generadas
previo a la secuenciacion tengan sesgo, que el algoritmo empleado no sea el adecuado
(Alkan et al, 2011) y que la arquitectura de los genomas difiera a pesar de que
provengan de la misma especie.

En cuanto a las razones anteriormente mencionadas con respecto a las
diferencias entre los genomas alineados, es preciso considerar que las evaluaciones de
duplicacién de las bibliotecas forward y reverse resultaron aprobadas, puesto que
como es posible observar en las figuras 9 y 10 antes del procesamiento y 18 y 19
después del procesamiento de las secuencias, los niveles de duplicacion son bajos, por
lo que se descarta que la identificacion de gaps se deba a que el protocolo seguido
para la extraccion del ADN con el objetivo de preparar las lecturas haya sido
incorrecto.

En el alineamiento obtenido mediante el programa BWA, se observa que los
gaps se presentan en las mismas zonas que en el ensamble realizado por Bowtie2, por
lo que se rechaza la idea de que la presencia de gaps se deba a que el software
utilizado no sea el correcto para el procedimiento.

Por otra parte, se puede inferir una posible diferencia entre las arquitecturas
de los genomas de los cloroplastos analizados, debido a que en el estudio en el que se
extrajo el ADN del plastoma aqui analizado (Magdaleno y Stephano, 2017), el genoma
de la mitocondria de la cepa GN presenté mayor similitud con la cepa de Australia en

comparacién con la de San Quintin, México.
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La plataforma que se utiliz6 para la secuenciacion del plastoma en el presente
estudio es Illumina Miseq. Existen articulos que destacan que esta tecnologia puede
ocasionar que no exista cobertura en las zonas de regiones repetitivas (Alkan et al.,
2011; Peona et al, 2020), raz6n por la que se infiere la presencia de algunos gaps
dentro del genoma aqui analizado, tal y como se muestra en la tabla 4.

Ademas de la situacién anteriormente descrita, se considera que Illumina
Miseq, es una herramienta que presenta deficiencias en cuanto a la secuenciacion de
regiones con contenido %GC alto (Chen et al, 2013). Considerando los diferentes
niveles de GC, correspondiendo a bajo (20-40%), medio (41-59%) y alto (60-80), al

analizar los contenidos de G y C de los gaps encontrados en el genoma ensamblado

{ Gonium pectorale gene petA
Pleodorina starrii gene petA

Yamagishiella unicocca gene petA

Vaolvox africanus gene petA

Phacotus lenticularis gene petA
Chlorococcum tatrense gene petA
{ Characiochloris acuminata gene petA
— Spermatozopsis similis gene petA

S Hafniomonas laevis gene petA
Qogamochlamys gigantea gene petA

Dunaliella salina SQ chloroplast gene petA

{ Dunaliella salina CCAP 19/18 gene petA
Dunaliella salina GN gene petA

mediante las secuencias de referencia, es posible percatarse de que los niveles son

bajos, por lo que se descarta como una probable razén de fallo durante el ensamble.

Figura 24. Analisis filogenético del gen marcador petA de las cepas SQ, GN y 10
organismos del orden Chlamydomonadales por el método de Maximum likelihood,
mediante el software MEGA-X.
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Dunaliella salina strain SQ chloroplast complete genome
Phacotus lenticularis culture-collection SAG:61-1 chloroplast complete genome
Spermatozopsis similis culture SAG:B 1.85 chloroplast complete genome
Gonium pectorale chloroplast complete genome
Pleodarina starrii plastid complete genome
Dunaliella salina chloroplast complete genome
Dunaliella salina strain GM chloroplast complete genome
Volvox africanus strain 2013-0703-VO4 plastid complete genome
Yamagishiella unicocca strain NIES-3982 plastid complete genome

—— Hafniomonas laevis culture-collection NIES:257 chloroplast complete genome

Chlorococcum tatrense culture UTEX:2227 chloroplast complete genome
‘|E Oogamochlamys gigantea culture-collection SAG:44 91 chloroplast complete genome

Characiochloris acuminata culture-collection SAG:31.95 chloroplast complete genome
Figura 25. Analisis filogenético de los genomas de los cloroplastos de las cepas SQ, GN
y 10 organismos del orden Chlamydomonadales, mediante el software MEGA-X.

La figura 24 representa el andlisis filogenético del gen marcador petA de las
cepas SQ, GN, CCAP 19/18 y otros 9 organismos del orden Chlamydomonadales
mediante el software MEGA-X. En ella, se observa la proximidad evolutiva que existe
entre la cepa GN y CCAP 19/18, a diferencia de la cepa SQ que se encuentra mas
alejada evolutivamente.

El andlisis filogenético de los genomas del cloroplasto de las cepas SQ, GN,
CCAP 19/18 y otros 9 organismos del orden Chlamydomonadales se observa en la
figura 25. En esta figura, se identifica la mayor relacidn evolutiva existente entre las
cepas GN y CCAP 19/18, reafirmando asi el mejor resultado de los alineamientos,

misma razén por la que se comprende el bajo porcentaje de concordancia con la cepa

sQ.
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VL.5 Anotacion del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN

Una vez ensamblado el genoma del cloroplasto de D. salina GN, se introdujo la
secuencia en diferentes programas con el objetivo de anotarla.

Al introducir la secuencia FASTA en Mfannot, el programa reportd 134 genes
con sus respectivas coordenadas genéticas. Por su parte, RNAweasel inform6 57
intrones, entre ellos, 17 del grupo [ 'y 10 del grupo II, asi como 30 ARNt's y 4 ARNr’s.

Al localizar las regiones genéticas en las que el nuevo genoma ensamblado
diferia con la secuencia de referencia, se realizé una curaciéon manual mediante el
programa UGENE, para detectar las diferencias entre los codones de inicio y
terminacion respectivamente en las posiciones andlogas dentro de ambos genomas.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Tabla comparativa de los genes anotados con la cantidad de intrones,
considerando los codones de inicio y terminacién, respectivamente. Los codones
subrayados en amarillo corresponden a los que difieren con los del genoma de
referencia.

Region de la Tipo de gen Cantidad de | Codo6n de Cododn de
secuencia codificante Nombre intrones inicio terminacion
LSC (long Proteina ycfl 0| ATG TAA
sequence Proteina rplé 0 | ATG TAA
copy) Proteina rpl14 0| ATG TAA
Proteina rpl5 0| ATG TAA
Proteina rps8 0 | ATG TAA
Proteina psaA 3 | ATG CTC
Proteina petD 0 | ATG TAA
Proteina petA 0| GCT TAA
Proteina rpoC1 0| ATG TAA
ARNt trnP 0 | CGG CGA
ARNt trnV 0 | AGG CTA
Proteina tufA 0 | ATG TAA
ARNt trnE 0| GCC GTA
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Proteina rpl36 0| ATG TAA
Proteina petB 0 | ATG TAA
ARNt trnH 0 | GCG GCC
Proteina rpsi2 0| ATG TAA
Proteina psaj 0| ATG TAA
Proteina atpl 0| ATG TAA
Proteina psb] 0| ATG TAA
ARNt trnM 0 | GCA GCA
ARNt trnN 0| TCT GAG
Proteina chiL 1| ATG TAG
Proteina orf440 0| ATG TAG
Proteina chiL 0|TTT GTT
ARNt trnL 0| GCC GCA
Proteina clpP 0| ATG TAA
ARNt trnM 0 | AGC CAA
Proteina petL 0| ATG TAA
Proteina psaC 0 | ATG TAA
ARNt trnF 0| GCC GCA
Proteina psbD 1| ATG TAA
Proteina orf315 0| ATG TAA
ARNt trnT 0| GCC GCT
Proteina rps4 0 | ATG TAA
ARNt trnG 0| GCC GCT
ARNt trnR 0 | GAG TCA
ARNt trnS 0 | GGA CCG
Proteina rpl20 0 | ATG TAA
ARNt trnC 0 | GGC CCT
Proteina psbK 0| ATG TAA
ARNt trnG 0 | GCG GCT
ARNt trnW 0 | ACG GTG
Proteina atpA 1| ATG TAA
Proteina orf276 0| ATG TAA
Proteina psbl 0| ATG TAA
Proteina cemA 0| ATG TAA
Proteina rpl23 0| ATG TAA
Proteina rpl2 0| ATG TAG
Proteina rps19 0| ATG TAA
Proteina atpB 1| ATG TAA
Proteina orf374 0| ATG TAA
Proteina atpB 0| AGT TAA
Proteina ftsH 0 | ATG TAA
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Proteina psbC 0 | GTG TAA
Proteina orf262 2 | ATG TAA
Proteina orf130 0| ATG TGA
ARNt trnR 0 | GAA TCA
Proteina chlB 0| ATG TAA
[Ra (Inverted | ARNr rrnS 4 | AAA TGT
repeat) ARNt trnl 0 | GGG CCA
ARNt trnA 0 | GGG CCA
ARNr rrnL 7 | ACG GAT
Proteina orf143 0| ATG TAG
Proteina orf243 0| ATG TAA
Proteina orf230 0| ATG TAA
ARNr rrn5 0| CCT GGG
SSC (Small Proteina atpH 0| ATG TAA
sequence Proteina atpF 0| ATG TAA
copy) ARNt trnQ 0 | TGG CAG
ARNt trnY 0 | GGG CCA
Proteina rpsii 0| ATG TAA
Proteina psaB 1| ATG TAA
Proteina orfl21 0| ATG TAA
Proteina ccsA 0| ATG TAA
Proteina psbZ 0 | ATG TAA
Proteina psbM 0| ATG TAA
Proteina rps14 0 | ATG TAA
Proteina rps7 0| ATG TAA
Proteina atpE 0| ATG TAA
Proteina rbcL 0| ATG TAA
ARNt trnL 0 | GGG CCA
Proteina ycf3 0 | ATG TAA
Proteina ycf4 0| ATG TAA
Proteina rps9 0| ATG TAA
Proteina pSbE 0| ATG TAA
ARNt trnE 0| GCC GTA
ARNt trnl 0 | GGG CCA
Proteina psbH 0| ATG TAA
Proteina psbN 0| ATG TAA
Proteina psbT 0| ATG TAG
Proteina psbB 0| ATG TAA
ARNt trnD 0 | GGG CCG
Proteina rps2 0| ATG TAA
Proteina rps18 0 | ATG TAA
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Proteina psbA 5| ATG TAA
Proteina orf191 0 | ATG TAA
Proteina orfl67 0| ATG TAG
Proteina orf293 0| ATG TAA
Proteina orf222 0| ATG TAC
ARNt trnK 0 | GGG CCA
Proteina ycfl2 0| ATG TAA
ARNt trnM 0 | GCC GCA
Proteina rpoA 0| ATG TAG
ARNt trnS 0 | GGA CCG
Proteina chIN 0 | ATG TAA
Proteina rpoBb 0| ATG TAA
Proteina rpoBa 0| ATG TAA
Proteina psbF 0| ATG TAA
Proteina psbL 0 | ATG TAA
Proteina petG 0| ATG TAA
Proteina rps3 0 | ATG TAA
Proteina rps7 0| ATG TAA
Proteina rpoC2 0| ATG TAA

IRg (Inverted | ARNr rrn5 0| CCT GGG

repeat) ARNr rrnL 7 | ACG GAT
Proteina orf230 0| ATG TAA
Proteina orf234 0| ATG TAA
Proteina orf143 0| ATG TAG
ARNt trnA 0 | GGG CCA
ARNt trnl 0 | GGG CCA
ARNr rrnS 4 | AAA TGT
Total 122 genes 37 intrones

Para anotar el plastoma de D. salina GN, se consider6 el genoma ensamblado
por referencia a la cepa CCAP 19/18, con una longitud de 269,044 pares de bases,
eliminando los nucledtidos desconocidos reportados con las letras N, M, Y, R y K. Al
eliminar estas bases, se obtuvo una secuencia final de 263,577 pb.

Esta secuencia final, se someti6 a los programas RNAweasel y MFannot

respectivamente, para obtener las coordenadas correspondientes a las secuencias
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genéticas, identificando 122 genes y 37 intrones, siendo el mismo numero en el
genoma de referencia (Smith et al,, 2010).

Se identifican 86 genes que codifican para proteina, 30 para RNA de
transferencia y 6 para ARN ribosomal.

El genoma ensamblado presenta la estructura cuatripartita tipica de los
plastomas, compuesta de una regién de copia unica grande (LSC, long sequence copy
por su significado en inglés) de 128,080 pb, dos copias de la regién invertida (inverted
repeat, IR por sus siglas en inglés) de 11,115 pb cada una y una regién de copia tnica
sencilla (SSC, single sequence copy por su significado en inglés) de 112,182 pb. Los
genes integrados en las regiones se muestran en la tabla 5.

El mapa del genoma del cloroplasto de D. salina GN se dibujé en el programa
OGDRAW (Greiner et al, 2019). El resultado se muestra en la figura 26.

Los contenidos A, G, C y T son 33.75%, 16.13%, 1591% y 34.19%
respectivamente. Se reporta 32.1% de contenido GC.

Mediante la tabla 5, es posible observar que los codones de inicio y terminacién
son ATG y TAA en los genes que codifican para proteina. De igual manera, se
identifican los codones especificos en cada uno de los genes que codifican para ARNty
ARNr.

Se encontraron algunas excepciones en cuanto a los codones de terminacidn,
tal y como sucede en el gen orf143, que termina en TAG, sin embargo, esto se debe a

que es un codén de terminacion de menor frecuencia.
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Por otra parte, se observa el codon de terminacion TAC en el gen orf222, esto
ocurriendo debido a los pares de bases faltantes por los gaps generados durante el
ensamble.

Al identificar los gaps en los dos ensambles realizados con respecto a los
genomas de referencia, de SQ y CCAP 19/18 respectivamente, fue posible constatar
que el numero de regiones sin cobertura fue menor con referencia a la secuencia de
Australia.

El nimero de gaps con respecto a la cepa SQ, se debe a la diferencia entre la
longitud de los plastomas, en comparacion con la cepa de Australia, en la que los gaps
identificados en el genoma ensamblado corresponden a regiones no codificantes en la
secuencia de referencia, mismas que no estan expuestas a seleccién natural.

Las diferencias entre las longitudes de los genomas en los cloroplastos, a
menudo se deben por expansiones o contracciones de las IR (Wang et al., 2018).
Debido a lo anterior, resulta importante destacar que los tamafios de las regiones
repetitivas de las cepas CCAP 19/18, SQ y GN son de 14,408 pb, 17,144 pby 11,115
pb, respectivamente. Se identifica que la regiéon invertida de la cepa SQ es
considerablemente mayor que las de las otras dos cepas.

Los maquinaria de reparacidon del ADN puede estar implicada en la evolucion
de los plastomas (Smith y Keeling, 2015). Las condiciones ambientales especificas a
las que estan expuestas las diferentes cepas son capaces de provocar un impacto en
los mecanismos de recombinacion homologa de los cloroplastos, terminando por
ocasionar desestabilizaciones de los genomas (Maréchal y Brisson, 2010), razones por

las que se infiere la diferencia entre las longitudes de los genomas del cloroplasto de
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las cepas de D. salina CCAP 19/18, SQ y GN, ya que se localizan geograficamente en
distintas zonas.

A pesar de las diferencias entre las secuencias anotadas debido a los gaps, se

Dunaliella salina GN

chloroplast genome

tnl-GAT -

V"Au;ﬁ*c-’i I‘. 263,577 bp

ort234
il

M photosystem |

M photosystem 11

M cytochrome bif complex
[0 ATP synthase

[CINADH dehydragenase
M RubisCO large subunit
M RNA polymerase

O ribosomal proteins (SSU)
M ribosamal protsing (LSU)
M clpP, matk

M other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (yof)
CICRFs

Ml transfer ANAs

M ribcsomal RNAs

[ origin of replication

M polycistronic transcripts

Oinrrons

identifican a los mismos genes entre los plastomas de D. Salina anotados.

Figura 26. Arquitectura del genoma del cloroplasto de Dunaliella salina GN.
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VI.6 Llamado de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

El ensamble por referencia con la cepa CCAP 19/18 reporté menor cantidad de

gaps en comparacion con la cepa SQ, por lo que, para fines de analisis, se seleccion6 al

alineamiento generado a partir de la cepa de Australia.

En la tabla 6, se muestran a los SNPs identificados en el genoma de D. salina

GN, con respecto al plastoma de referencia CCAP 19/18. En dicha tabla, es posible

observar que se hallaron SNPs en todos los tipos de genes.

Tabla 6. SNPs potenciales identificados en la secuencia ensamblada.

Cantidad
Gen Coordenadas SNPs de SNPs
por gen
Nombre Ensamble Referencia Ensamble Referencia
3971 3972 C A
3972 3973 T G
yeft 5749 5750 A C 6
6178 6179 T A
8305 8306 G A
9321 9322 T G
rpl14 13240 13242 T C 9
13297 13299 A T
196394 199432 T A
psad 196655 199694 A T 4
196938 199977 G A
197188 200227 T C
19273 19453 A T
19276 19457 A T
petA 19294 19474 G A 5
19420 19600 C T
19896 20076 C T
rpocl 23872 24051 G A
petB 32340 32552 C A
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rpsi2 33850 34062 A G 1
chiL 57351 57567 T A 1
psbD 65424 65656 C G 1
orf315 65424 65656 C G 1
83082 83289 C T
83530 83787 C T
83688 83945 A T
83744 84001 T C
atpA 83945 84202 C A 10
84030 84287 G T
84042 84299 A G
84146 84403 A T
84861 85118 T G
85419 85676 G A
orf276 84861 85118 T G 2
84970 85227 G A
cemA 90045 90322 T G 1
rpl2 94644 94921 G A 1
96220 96497 C G
rpsi19 96229 96506 A G 4
96265 96542 T C
96274 96551 G A
98848 99139 A C
98919 99242 T C
atpB 99154 99482 C A 6
99431 99754 T C
99444 99767 A C
100047 100370 T A
99159 99482 C A
orf374 99431 99754 T C 4
99444 99767 A C
100047 100370 T A
atpB 105430 105754 T G 1
fesH 106936 107262 A T 2
114294 114619 A G
120030 120379 G A
120077 120426 A C
pshC 120564 120913 C T 7
121467 121816 A T
121492 121841 G T
121772 122121 G T
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122146 122495 T C

orf262 120030 120379 G A
120077 120426 A C

orf130 121492 121841 G T
rrn5 132780 133130 T G

psaB 151211 153187 C T
151980 153956 A C

ccsA 155503 157500 G A

161581 163580 C T

161677 163676 C T

161685 163683 G A

rps7 161686 163684 T A

161687 163685 T A

161688 163687 C A

161791 163790 A T

trnl 177176 179234 G T

rps2 190759 193788 C T

rps18 193969 197007 A G
203222 206309 T C

203889 206975 T G

203991 207078 T C

psbA 203992 207079 G C
205747 208834 C T

207014 210101 A C

207196 210283 T C

orf293 207014 210101 A C
212718 216609 T A

rpoA 212719 216610 T A
212720 216611 T A

214813 218704 A T

214816 218707 G A

214822 218713 G A

chIN 214840 218731 T C

214851 218740 C T

214854 218743 G A

214935 218826 G A

214975 218866 C T

rpoBb 220157 224048 C T
223606 227496 C G

rpoBa 223607 227497 T A
223608 227498 T A
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240479 244373 T A
240480 244374 T A
240481 244375 T A
241462 245356 A G
rpoC2 242096 245889 T A 10
243116 247010 T C
243204 247098 G T
244618 248513 G C
244663 248558 A G
245922 249817 T A
258438 263905 G A
trnl 2
258454 263921 C T
Total de SNPs identificados 113

En la tabla 6, se identifican la mayor cantidad de SNPs en los genes atpA y
rpoC2, reportando 10 nucle6tidos en cada gen respectivamente.

La cobertura minima para inferir SNPs es de 30x (Illumina, 2010), por lo que al
considerar la cobertura de 9,989x utilizada para llamar a las variantes, los SNPs
reportados se pueden tratar como potenciales para trabajos futuros en los que se

considere el genoma del cloroplasto aqui ensamblado.

VI.7 Disefio de un casete para la expresion de proteinas recombinantes en
el cloroplasto de Dunaliella salina GN

Para realizar el disefio del casete de expresion, se revisaron diferentes
articulos en los que previamente se realizaron modificaciones genéticas al cloroplasto
de D. salina o microalgas con proximidad evolutiva a este organismo. A continuacidn,
se muestran los vectores realizados mediante el programa SnapGene presentados en
las figuras 27 y 28 respectivamente, asi como la descripcion de dichos plasmidos en

las tablas comparativas 7 y 8.
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Prrn-aadA

1839 bp

Figura 27. Vector diseflado para la seleccidn de las cepas de Dunaliella salina GN
transformadas.

Tabla 7. Elementos elegidos para el plasmido de la seleccién de las cepas

transformadas.
) Regllo n Promotor 5'UTR Gen 3'UTR
intergénica
Elemento trnl-trnA Prrn rbcL aadA rbcL
Utilizado en el | D.salina 1009 | D. salina D. salina C. reinhardtii D. salina
cloroplasto de 1009 CCAP CCAP
19/18 19/18
Longitud (pb) 160 117 236 906 420
Referencia (D.Lietal, (D.Lietal, | (Talebiet | (Goldschmidt- (Talebi et
2011) 2011) al,2014) | clermont, 1991) al, 2014)

65




El promotor Prrn, se utilizé previamente para la transformacién de la cepa de
D. salina 1009 (Talebi et al, 2014), con el objetivo de expresar la proteina verde
fluorescente mejorada (Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP por sus siglas en
inglés).

Los elementos reguladores 5 UTR y 3’ UTR seleccionados que pertenecen al
gen rbcL, se utilizaron en el cloroplasto de D. salina CCAP 19/18 (Talebi et al., 2014),
con el objetivo de expresar los genes ME y AccD, secuencias implicadas en la
produccion de lipidos.

El elemento elegido para la seleccidn es aadA, gen implicado en la resistencia a
la espectinomicina, previamente utilizado para la transformaciéon del plastoma de
Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) (Goldschmidt-clermont, 1991).

Al considerar los elementos elegidos que se utilizaron anteriormente con el fin
de transformar a cepas de D. salina y microalgas con proximidad evolutiva, se infiere
que, de utilizar el vector aqui presentado en trabajos futuros, permitira la seleccién

exitosa de las cepas transformadas de D. salina GN.
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psbA-CFP

1439 bp

Figura 28. Vector diseflado para la expresion del gen informador en Dunaliella

salina GN.

Tabla 8. Elementos elegidos para el plasmido de expresién del gen informador.

_ Region Promotor | 5 UTR Gen 3'UTR
intergénica
Elemento chlb y rrnS psbA psbA CFP psbA
Utilizado en el D.salina CCAP | C. reinhardtii | D. salina C. reinhardtii | D. salina
cloroplasto de 19/18 1009 1009
Longitud (pb) 482 74 88 684 93
Referencia (Talebi et al., (Ishikura et (D.Liet (Lim et al, (D.Liet
2014) al., 1999) al,2011) | 2013) al, 2011)
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En el segundo vector, el promotor elegido pertenece al gen psbA, elemento
anteriormente utilizado para la modificacion del cloroplasto de C. reinhardtii (Ishikura
et al., 1999), con la finalidad de expresar la proteina 3-glucuronidasa, gen proveniente
de la bacteria Escherichia coli.

Por otra parte, las secuencias 5’ UTR y 3’ UTR elegidas provienen del gen psbA,
utilizadas para la modificacién de la cepa 1009 de D. salina (D. Li et al., 2011), con el
objetivo de expresar la proteina verde fluorescente mejorada (Enhanced Green
Fluorescent Protein, EGFP por sus siglas en inglés).

Finalmente, el gen informador elegido es la proteina cyan fluorescente (CFP
por sus siglas en inglés), utilizado anteriormente para la expresion en el cloroplasto
de C. reinhardtii (Lim et al., 2013).

Los elementos elegidos para el disefio del gen informador, se utilizaron
anteriormente en cepas distintas de D. salina y organismos con proximidad evolutiva,
teniendo éxito en las transformaciones, por lo que se infiere que la implementacion de
este plasmido permitird expresar proteinas de interés en trabajos futuros que tengan

el objetivo de modificar el plastoma de D. salina.

V1.7 Identificacion de regiones potenciales para insercion de casetes de
expresion de proteinas recombinantes

Se seleccionaron dos regiones intergénicas para la inserciéon de los vectores

disefiados, considerando que se utilizaron para anteriores modificaciones genéticas

en el cloroplasto de otras cepas de D. salina.
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En el plasmido disefiado para la expresion del gen informador, se seleccion6 a
la region trnA-trnl, secuencia intergénica que consta de 3005 pares de bases,
identificAndose en las coordenadas 174,126 y 177,130 del genoma aqui ensamblado.
La region potencial elegida se utilizé con anterioridad para fines de expresar el gen de
la proteina verde fluorescente mejorada en la cepa de D. salina 1009 (D. Li et al,
2011).

En el caso del vector para la expresion de proteinas recombinantes, se
selecciond a la region intergénica chlb y rrnS, que se encuentra entre las coordenadas
125,459 y 128,080 del genoma de la cepa GN, constando de 2,622 pares de bases de
longitud. Esta secuencia se consider6 anteriormente en la cepa de D. salina 1009, con
el objetivo de expresar los genes ME y AccD, genes implicados en la producciéon de
lipidos (Talebi et al., 2014).

Por lo anteriormente constatado, es posible inferir que la identificacion de
dichas regiones potenciales utilizadas en otras cepas de D. salina, permitira la
recombinacién homodloga de estos vectores disefiados para la expresidon de proteinas

recombinantes en trabajos futuros.
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VII. Conclusiones

El ensamble de novo del cloroplasto de Dunaliella salina de Guerrero Negro, no

se logré debido a la baja capacidad del sistema de cdmputo utilizado.

El ensamble por referencia con D. salina CCAP 19/18 presenté cantidad menor
de gaps en comparacion con la cepa SQ, esto debido a la proximidad evolutiva que

existe entre las cepas de Australia y Guerrero Negro, México.

El genoma del cloroplasto de D. salina GN, contiene 122 genes, de los cuales 86
codifican para proteina, 30 para ARN ribosomal y 6 para ARN de transferencia,

mismos genes encontrados en la cepa CCAP 19/18, originaria de Australia.

Las regiones intergénicas seleccionadas (125,459-128,080 y 174,126-177,130)
son potenciales para la insercidn del casete disefiado, debido a que son regiones que
no afectan el funcionamiento del organismo si se reemplazan por un casete de

expresion.
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