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Resumen*

(
Las( microalgas( son( organismos( de( interés( biotecnológicos,( ya( que(

producen( una( amplia( gama( de( metabolitos( que( pueden( ser( utilizados( en(
diferentes(ramas(de(la(industria.(En(las(últimas(dos(décadas(ha(surgido(interés(
en( este( grupo( como( fabricas( para( la( producción( de( proteínas( recombinantes,(
principalmente( expresión( en( el( cloroplasto.( En( este( trabajo( se( utilizó( a( la(
microalga(Dunaliella( salina( para( formular( la( creación( de( distintos( casetes( de(
expresión(para(la(producción(de(proteínas(recombinantes(en(el(cloroplasto.(Uno(
de(los(requisitos(para(la(creación(de(sistemas(de(expresión,(es(tener(un(marcador(
que(sea(efectivo(y(nos(permita(discernir(colonias(que(contienen(el(transen(de(las(
silvestres,( en( el( caso( de(D.( salina,( se( sabe( que( naturalmente( es( resistente( a(
diferentes( antibióticos,( razón( por( la( cual( es( difícil( encontrar( un( marcador( de(
selección(apropiado.(En(base(a(los(datos(obtenidos(en(este(trabajo,(se(propone(
utilizar( como( marcador( de( selección( el( herbicida( norflurazon,( ya( que( los(
resultados(obtenidos(muestran(que(a(una(concentración(de(5(µM(es(capaz(de(
inhibir(completamente(el(crecimiento(de(esta(microalga.(La(estructura(y(diseño(
de( los( casetes( de( expresión( realizados( en( este( trabajo( se( basaron( en( la(
secuencia(reportada(del(genoma(del(cloroplasto(de(la(cepa(de(D.(salina(CCAP(
19/18( proveniente( de( Australia.( Se( sabe( que( la( expresión( de( trasngenes( en(
cloroplasto( depende( del( uso( de( regiones( reguladoras( específicas( para( cada(
especie.( En( este( trabajo( se( utilizó( una( cepa( aislada( de( San( Quintín,( Baja(
California,(México(y(se(asumió(que(no(existía(diferencia(en(el(genoma(de(ambas(
cepas,( sin( embargo,( después( de( realizar( la( secuenciación( y( anotación( del(
genoma(del(cloroplasto(de(esta(cepa,(se(obtuvo(que(existe(una(cobertura(del(62%(
con(un(96%(de( identidad,(encontrándose( la(mayor(parte(de( las(diferencias(en(
regiones(no(codificantes.(Estas(regiones(son(importantes(en(la(creación(de(los(
sistemas(de(expresión(en(cloroplasto(ya(que(de(esto(depende(la(expresión(de(los(
transgenes,(por(lo(que(la(información(generada(en(el(presente(estudio(podrá(ser(
utilizada(para(la(creación(de(sistemas(de(expresión(en(el(cloroplasto(de(la(cepa(
D.(salina(SQ.((
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Prólogo**
 

Las( microalgas( son( un( grupo( polifilético( que( incluye( organismos(

eucariontes( y( procariontes( (cianobacterias,( también( conocidas( anteriormente(

como(algas(verdekazules)(que(se(caracterizan(por(ser(fotosintéticos(fijadores(de(

CO2.(Este(grupo(es(de(gran(interés(para(la(industria(biotecnológica(dado(que(son(

fuente(de(una(gran(variedad(de(metabolitos,(entre(los(que(se(incluyen(clorofilas,(

βkcarotenos( y( ácidos( grasos,( principalmente.( Las( microalgas( también( son(

utilizadas(en( la( industria(papelera,(en( la( formulación(de(cosméticos,(así(como(

suplementos(alimenticios(y( terapéuticos((principalmente(por(sus(carbohidratos,(

βkglucanos)( (Brasil(et(al,(2017).(Especialmente(en( las(últimas(décadas(se(han(

considerado(como(una(alternativa(para(la(producción(de(biocombustibles((biogás,(

biodiesel,(biohidrógeno(y(bioetanol)((Wijffels(y(Barbosa,(2010,(Koller(et(al,(2014)r(

así( como( una( potencial( plataforma( para( la( producción( de( proteínas(

recombinantes((Specht(et(al,(2010).(

(

Las(microalgas(como(biorreactores(ofrecen(ventajas(sobre(otros(sistemas(

de(expresión(de(proteínas(recombinantes(eucariotes,(ya(que(tienen(la(capacidad(

de(duplicar(su(biomasa(en(24(h(y(pueden(ser(expresadas(en(núcleo,(cloroplasto(

o(mitocondria((Fig.(1).(A(diferencia(de(las(bacterias,(las(microalgas(son(capaces(

de(realizar(modificaciones(postktraduccionales,(por(lo(cual(pueden(ser(utilizadas(

para( la( producción( de( proteínas( glucosiladas( (Gong( et( al,( 2011).( Finalmente,(

algunas(microalgas(verdes(son(consideradas(como(organismos(GRAS((Generally((
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"

Recognized(as(Safe,(por(sus(siglas(en( inglés),( lo(cual(significa(que(son(

aptas( para( consumo( humano,( y( por( lo( tanto( podrían( ser( utilizadas( como( una(

fuente(de(administración(oral(de(proteínas(terapéuticas,(disminuyendo(o(incluso(

eliminando(los(pasos(de(la(purificación(de(las(proteínas((Mayfield(et(al,(2007).((

(

(

(

Figura*1.(Ventajas(de(la(utilización(de(las(microalgas(como(sistemas(de(expresión(

de( proteínas( recombinantes.( ER( retículo( endoplásmico,( mt( mitocondria,( nu(

núcleo,(pl(cloroplasto.(Tomado(y(modificado(de(Hempel(y(Maier,(2016.((

(

(

(
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Otra( de( las( ventajas( de( la( producción( de( proteínas( recombinantes( en(

microalgas( es( la( reducción( de( costos.( Estudios( basados( en( la( producción( de(

anticuerpos(recombinantes(muestran(que(el(costo(por(gramo(de(un(anticuerpo(

funcional( es( $150,( $( 0.05( y( $( 0.002( US( dólares,( producido( en( células( de(

mamífero,(planta(y(microalgas,(respectivamente((Mayfield(et(al,(2003r(Potvin(y(

Zhang,(2010).(

(

Los( cloroplastos( son( los( orgánulos( preferidos( para( la( expresión( de(

proteínas( recombinantes,( ya( que( presentan( altos( niveles( de( expresión( y( a(

diferencia(de(la(transfección(nuclear(es(posible(dirigir(la(inserción(de(secuencias(

de(DNA(por(recombinación(homóloga.(En(estos(compartimientos(se(ha(logrado(

obtener(una(cantidad(de(proteína(recombinante(que(equivale(al(20.9(±(1.2(%(de(

la(concentración(total(de(proteínas(solubles((TSPr(total(soluble(proteins)((Surzycki(

et(al,(2009)(aunque(la(mayoría(reporta(niveles(del(0.16(–(5(%(de(TSP((Gong(et(

al,(2011).(Chlamydomonas(reinhardtii(es(uno(de(las(microalgas(más(estudiadas(

para(la(producción(de(proteínas(recombinantes,(incluso(en(su(cloroplasto(se(han(

expresado(diferentes(proteínas(de(interés(biotecnológico((Hempel(y(Maier,(2016).(

Otras(microalgas(en( las(que(se(han(expresado(proteínas( recombinantes(en(el(

cloroplasto(incluyen(Haematococcus(pluvialis((Gutiérrez(et(al,(2012)(y(Dunaliella(

tertiolecta( (Georgianna( et( al,( 2013).( Sin( embargo,( para( el( caso( particular( de(

Dunaliella(salina,(a(la(fecha(no(se(ha(reportado(un(sistema(de(expresión(a(nivel((

del(cloroplasto.(
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La(microalga(verde(D.(salina(es(uno(de(los(organismos(eucarióticos(más(

halotolerantes(que(existen(en(el(planeta,(puede(crecer(en(salinidades(desde(0.05(

M(hasta(5(M((BenkAmotz(y(Avron,(1990)((Fig.(2).(Carece(de(pared(celular(rígida,(

cuenta(con(una(membrana(celular(elástica(cubierta(de(una(superficie(mucosa(y(

es(capaz(de(acumular(hasta(un(50(%(de(su(peso(seco(de(glicerol((BenkAmotz(y(

Avron(1980,(1990).(Estas(características(aunadas(a(la(presencia(de(bombas(de(

sodio(en( la(membrana(celular(que(eliminan(el(sodio( intracelular( (Lee(2008),( le(

permiten(resistir(los(cambios(osmóticos(que(ocurren(en(ambientes(hipersalinos(

(Hosseini(Tafreshi(y(Shariati,(2009).(

(

Figura*2.(Morfología(de(D.(salina.(a)(Célula(vegetativa(motil(en(1.5(M(NaClr(b)(

célula(vegetativa(motil(en(4.5(M(NaClr(c)(célula(vegetativa(no(motil(en(4.5(M(NaClr(

d)(microfotografía.(La(barra(representa(10(µm.(Tomada(y(modificada(de(W.(Polle(

et(al,(2009.(

(

En(la(actualidad(esta(microalga(es(la(principal(fuente(comercial(que(existe(

de(βkcarotenos,(estos(pigmentos(los(almacena(en(el(cloroplasto(y(pueden(llegar(

a(representar(hasta(un(14(%(de(su(peso(seco((Hosseini(Tafreshi(y(Shariati,(2009).(
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D.(salina( también(ha(sido(utilizada(para( la(elaboración(de(biodiesel(a(partir(de(

microalgas( (Yao( et( al,( 2016)( y( es( considerada( un( buen( candidato( para( la(

producción(de(proteínas(recombinantes((Geng(et(al.,(2003).(El(uso(de(D.(salina(

como(sistema(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(ofrece(varias(ventajasr(

por( ser( un( organismo(halófilo( puede( ser( cultivado( a( altas( concentraciones( de(

NaCl,(lo(que(reduce(la(contaminación(por(otros(organismosr(es(fotosintética(y(los(

requerimientos(de(nutrientes(son(mínimos,(lo(que(hace(que(el(medio(donde(se(

cultiva(sea(barato.(A(diferencia(de(C.(reinhardtii,(que(es(una(microalga(de(agua(

dulce,(D.(salina(crece(en(agua(de(mar,(por(lo(cual(no(se(requiere(de(agua(que(

potencialmente(puede(ser(usada(para(consumo(humano.(La(falta(de(pared(celular(

la(hace(un(protoplasto(natural,(facilitando(su(transformación(y(presenta(un(solo(

cloroplasto,(el(cual(puede(ser(empleado(para(crear(un(sistema(de(expresión(a(

gran(escala(de(proteínas(recombinantes((Feng(et(al,(2014).(D.(salina(actualmente(

se(utiliza(como(suplemento(para(consumo(humano(por( lo(cual(en(un( futuro( la(

creación( de( sistemas( de( expresión( de( proteínas( recombinantes( en( esta(

microalga,(pudiera(funcionar(como(vehículo(para(la(entrega(de(vacunas(orales.(

Además,(una(vez(establecido(este(sistema(de(expresión,(puede(ser(utilizado(para(

la(producción(de(diferentes(proteínas(recombinantes(de(interés(biotecnológico.(

(

Para( poder( llevar( a( cabo( la( producción( de( proteínas( recombinantes( es(

necesario(contar(con(promotores(adecuados.(En(D.(salina(se(han(probado(una(

serie( de( promotores( tanto( endógenos( como( exógenos( para( la( expresión( de(

proteínas( recombinantes( en( núcleo.( El( promotor( CAMV( 35S( de( plantas( fue(
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utilizado(para( la(expresión(del(gen(reportero(gus( (Geng(et(al,(2004r(Tan(et(al,(

2005)(y(del(gen(ble(que(confiere(resistencia(a(zeocina((Sun(et(al,(2005).((También(

se(utilizó(el(promotor(ubiquitinkΩ(para(la(expresión(de(un(antígeno(de(la(superficie(

del(virus(de(hepatitis(B((Geng(et(al,(2003),(sin(embargo,(los(niveles(de(expresión(

fueron(bajos(y(transitorios.(Posteriormente(se(realizaron(trabajos(con(promotores(

constitutivos(endógenos,(sin(embargo,(a(pesar(de(ser(endógenos,(se(obtuvo(baja(

actividad(y(se(vio(afectado(el(crecimiento(de(las(células(transformadas((Li(et(al,(

2010).(Para(superar(estos(problemas(se(trabajó(con(promotores(inducibles.(Uno(

de(estos(fue(el(promotor(del(gen(que(codifica(para(la(enzima(Nitrato(reductasa,(

la(cual(es(clave(en(el(metabolismo(de(nitrógeno(y(cuya(transcripción(es(inducida(

por(nitrato(y(reprimida(por(amonio.(Bajo(la(regulación(de(este(promotor(se(expresó(

la(proteína(verde(fluorescente((EGFP)((Li(et(al,(2008)(y(el(gen(bar,(el(cual(confiere(

resistencia( al( herbicida( Fosfinotricina( (Li( et( al,( 2007).( En( ambos( casos( se(

obtuvieron( transformantes( y( se( comprobó( la(expresión(de(ambos(genes.(Otro(

promotor( estudiado( es( el( del( gen( que( codifica( para( la( enzima( Anhidrasa(

Carbónica(duplicada(I((DCA(I),(el(cual(es(regulado(por(los(niveles(de(NaCl(que(

existen(en(el(medio.(Para(evaluar(la(regulación(de(este(promotor(en(la(expresión(

del(gen(bar(se(utilizó(un(gradiente(de(salinidad(de(0.5(M(hasta(2(M,(siendo(en(

esta(última(concentración(donde(alcanzó(su(pico(máximo(de(expresión((Li(et(al,(

2010).((

(

La(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(D.(salina(solo(se(ha(realizado(

a( nivel( nuclear( y( a( la( fecha(no( se( conoce(de(un( sistema(en(el( cloroplasto.(A(
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diferencia( de( la( expresión( en( el( núcleo,( en( cloroplasto( depende( del( uso( de(

promotores(endógenos.(La(elección(del(promotor(y(las(regiones(reguladoras(no(

traducidas((UTR’s)(son(factores(cruciales(para(que(se(lleve(a(cabo(la(expresión(

de( genes( recombinantes( en( cloroplasto( (Specht( et( al,( 2010).( En( el( alga( C.(

reinhardtii( se( han( realizado( estudios( sobre( el( uso( de( promotores( y( UTR’s(

heterólogos(y(a(pesar(de(haber(logrado(la(expresión(de(la(proteína(D1,(los(datos(

sugieren(que(la(mejor(forma(de(lograr(la(expresión(de(transgenes(en(cloroplasto,(

es(utilizar( regiones( reguladoras(endógenas( (Gimpel(y(Mayfield,(2013).(En(ese(

mismo(trabajo,(Gimpel(y(Mayfield((2013)(recomiendan(que,(si(se(va(a(trabajar(con(

una( especie( que( no( cuenta( con( el( genoma( del( cloroplasto( secuenciado,( es(

necesario(buscar(la(forma(de(obtener(las(regiones(reguladoras(y(recombinación(

homóloga(del(organismo(en(cuestión.(El(genoma(del(cloroplasto(de(D.(salina(cepa(

CCAP(19/18(fue(secuenciado(y(reportado(por(Smith(et(al((2010)(y(hasta(la(fecha(

es(el(único(reportado(para(esta(especie.(

(

En(este(trabajo(se(utilizará(la(cepa(de(D.(salina(SQ,(la(cual(fue(aislada(de(

lagunas( hipersalinas( ubicadas( en( la( región( de( San( Quintín,( Ensenada,( B.C.(

México.(Esta(cepa(fue(aislada(con(la(finalidad(de(ser(utilizada(para(la(producción(

de(lípidos(y(escalar(su(producción(en(sistemas(de(cultivo(de(lagunas(abiertas(en(

esta(zona.(A(diferencia(de(las(cepas(de(otras(regiones,(las(cepas(nativas(están(

aclimatadas( a( las( condiciones( del( medio( en( esta( región,( facilitando( las(

condiciones( de( cultivo.( Adicionalmente,( con( esta( cepa( se( están( realizando(

estudios(de(producción(de(βkcarotenos(y(otras(caracterizaciones(moleculares.((
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Con(base(en(el(genoma(del(cloroplasto(de(la(cepa(D.(salina(CCAP(19/19,(

en(el(presente(trabajo(se(pretende(utilizar(promotores(y(secuencias(reguladoras(

para( la( creación( de( un( vector( que( permita( la( expresión( de( proteínas(

recombinantes(y(marcadores(de(selección(en(el(cloroplasto(de(D.(salina(SQ(

(

(

(

(

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(
(
(



9"
"

"

(
(
(
(
(

CAPÍTULO*I***************************
Construcciones(de(casetes(para(la(expresión(de(proteínas(

recombinantes(en(el(cloroplasto(de(D.(salina(SQ*
(

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
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1.* Introducción*

1.1*Ingeniería*de*cloroplastos*en*microalgas*

Los(cloroplastos(de(plantas(y(algas(contienen(su(propio(material(genético,(

ya( que( estos( organelos( son( producto( de( una( endosimbiosis( que( surgió( hace(

aproximadamente( 1.5( mil( millones( de( años( cuando( una( cianobacteria( fue(

fagocitada(por(una(célula(eucariota(heterotrófica((Bock,(2015).(Como(producto(de(

esta(endosimbiosis(surgieron(una(serie(de(cambios(en(los(genomas(de(ambos(

organismosr( tales( como,( trasferencia( genética( del( cloroplasto( a( núcleo( y(

racionalización( del( genoma( del( cloroplasto( mediante( la( eliminación( de( genes(

redundantes( o( no( indispensables.( Estos( cambios( dieron( como( resultado( la(

reducción(de(tamaño(de(los(genomas(de(los(cloroplastos((Bock,(2015r(Adem(et(

al,(2017).((

Hace(aproximadamente(dos(décadas(se(empezó(la(ingeniería(genética(de(

cloroplastosr( el( genoma( del( cloroplasto( de( la( planta( del( tabaco( (Nicotiana(

tabaccum)(fue(modificado(para(conferir(resistencia(a(un(herbicida(y(al(comparar(

los( resultados( de( los( niveles( de( expresión( obtenidos( en( cloroplasto,( con( la(

expresión(de(este(mismo( transgen(en(el(genoma(nuclear,( se(observó(que( los(

niveles(de(expresión(eran(cientos(de(veces(más(altos(en(cloroplasto((Daniell(et(

al,(1998).(

La( síntesis( de( productos( recombinantes( en( el( cloroplasto( ofrece( varias(

ventajas.( Presenta( altos( niveles( de( expresión,( se( pueden( expresar( proteínas(

utilizando( operones,( presenta( recombinación( homóloga,( por( lo( cual( los( genes(
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recombinantes(pueden(ser( integrados(en(sitios(específicos(del(genoma,(como(

regiones(intergénicas.(La(recombinación(homóloga(también(evita(que(se(integren(

otras(regiones(de(los(vectores((Daniell(et(al,(2004).(A(diferencia(del(núcleo,(en(

cloroplasto(no(ocurre(silenciamiento(de(los(genes(recombinantes,(lo(cual(es(un(

problema(constante(en(las(transformaciones(nucleares((Shamriz(y(Ofoghi,(2016).(

El( cloroplasto( también(puede(ser(utilizado(para( la(expresión(de(proteínas(que(

puedan(ser(tóxicas(si(se(encuentran(en(el(citosol(de(la(célula((Bogard,(2000).((

El(cloroplasto(de(las(algas(unicelulares(es(particularmente(interesante,(ya(

que(estos(organismos(generalmente(contienen(solo(uno(por(célula,(lo(que(facilita(

su(ingeniería(de(genética((Purton,(2007).(Además,(ofrecen(una(serie(de(ventajas(

sobre(la(expresión(de(cloroplasto(en(plantas,(el(tiempo(de(crecimiento(es(menor(

y(se(lleva(a(cabo(en(fotobiorreactores(cerrados(lo(cual(reduce(la(contaminación(

de( los( cultivos,( evitando( la( fuga(de(organismos(genéticamente(modificados(al(

ambiente,(lo(cual(es(una(preocupación(constante(cuando(se(utilizan(cultivos(de(

plantas.( Algunas( plantas( producen( metabolitos( tóxicos( secundarios,( como( la(

papa((Solanum(tuberosum)(y(el(tabaco,(a(diferencia(de(algunas(microalgas,(como(

C.( reinhardtii,(Chlorella( sp.,(H.( pluvialis( y(D.( salina( que( no( producen( toxinas(

(Purton(et(al,(2013).(

Para(llevar(a(cabo(la(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(cloroplasto,(

es(necesario(que(los(casetes(de(expresión(cuenten(con(los(siguientes(elementos:(

el(gen(de(interés(regulado(por(un(promotor,(5’(y(3’(UTR(endógenosr(un(marcador(

de( selección( regulado( por( un( promotor,( 5’( y( 3’(UTR(endógenos( y( secuencias(
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flanqueantes(que(permitan(la(integración(del(vector(en(una(región(especifica(del(

genoma(del(cloroplasto(mediante(recombinación(homóloga((Fig.(3).(

(

(

Figura* 3.( Representación( esquemática( de( la( integración( de( los( casetes( de(

expresión(de(proteínas(recombinantes(en(cloroplasto.(P:(promotorr(GOI:(gen(de(

interésr(SMG:(marcador(de(selección.(Modificado(de(Jin(y(Daniell,(2015.(

(

1.2.*Promotores*y*regiones*no*traducidas*(UTR’s)*

La(expresión(de(proteínas(en(plantas(se(lleva(a(cabo(mediante(dos(RNA(

polimerasas,( NEP( (NucleuskEncoded( Polymerase,( por( sus( siglas( en( ingles)( y(

PEP((PlastidkEncoded(Polymerase,(por(sus(siglas(en(inglés)r(codificadas(en(el(

genoma(nuclear(y(en(el(genoma(del(cloroplasto,(respectivamente.((Sin(embargo,(

la( enzima( PEP( parece( ser( la( única( RNA( polimerasa( involucrada( en( la(

transcripción(en(el(cloroplasto(de(algas(verdesr(mutantes(de(C.(reinhardtii(que(

presentan(alteraciones(en(los(genes(rpo((que(codifican(para(las(subunidades(de(

PEP)( no( son( viables,( lo( que( indica( que( los( genes( esenciales( para( el(

funcionamiento(del(cloroplasto(son(transcritos(por(PEP((Smith(y(Purton,(2002).(
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En(C.(reinhardtii(se(han(identificado(3(tipos(de(promotores:(1)(promotores(

típicos(dependientes(de(σk70(con(elementos(k10(y(k35,(2)(promotores(que(carecen(

de(la(región(k35(y(3)(una(secuencia(interna(en(algunos(genes(que(codifican(para(

RNA( de( transferencia,( pero( no( han( sido( caracterizados( (Klein,( 2008).( La(

eficiencia(transcripcional,(la(estabilidad(del(transcrito(y(la(eficiencia(de(traducción,(

tienen(un(gran(impacto(en(la(producción(de(proteínas(endógenas(en(algas,(y(el(

5’(UTR(de( los(mRNA(es( clave(en(cada(uno(de(estos(eventos( (Mayfield(et( al,(

2007).((Los(5’(UTR’s(contienen(elementos(cis(que(se(requieren(para(la(traducción(

de(la(región(codificante((Barnes(et(al,(2005).(Elementos(dentro(de(los(5’(y(3’(UTR’s(

tienen( efecto( sobre( la( estabilidad( de( los( transcritos,( probamente( mediante( la(

interacción(de( factores(proteicos(que(actúan(de(manera( trans( (Salvador(et( al,(

2004).(

De(manera(general,(los(promotores(controlan(los(niveles(de(transcripción,(

el(5’(UTR( regula( la(estabilidad(del(mRNA(y( la( iniciación(de( la( traducción,(y(el(

3‘UTR(está( involucrado(en( la( terminación(de( la( transcripción( y(estabilidad(del(

mRNA((Rasala(et(al,(2011).(La(expresión(de(genes(recombinantes(en(cloroplasto(

se( lleva(a(cabo(bajo(promotores(y( regiones(5’(y(3’(UTR’s(endógenasr(es(muy(

importante( que( las( secuencias( sean( especie( específicas( para( que( se( puedan(

lograr( altos( niveles( de( expresiónr( ya( que,( a( diferencia( de( los( altos( niveles( de(

conservación(encontrados(en(las(regiones(codificantes,(las(regiones(intergénicas(

y(los(UTR’s(son(altamente(variables(en(los(genomas(de(los(cloroplastos((Ruhlman(

et(al,(2010).((
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1.3.*Marcadores*de*selección*

Los(antibióticos(son(los(marcadores(de(selección(más(utilizados,(el(gen(aph6(

(de(Acinetobacter( baumannii)( que( confiere( resistencia( a( kanamicina( y( el( gen(

aadA( (de( Escherichia( coli)( que( genera( resistencia( a( estreptomicina( y(

espectinomicina(han(sido(utilizados(en(múltiples(especies(de(algas((Specht(et(al,(

2017).(El(gen(nat/1(que(genera(resistencia(al(antibiótico(nourseotricina(ha(sido(

utilizado(como(marcador(de(selección(en(la(diatomea(Phaeodactylum(tricornutum(

(Zaslavskaia(et(al,(2000),(en(esta(misma(diatomea(se(desarrolló(un(casete(de(

expresión(de(proteínas(recombinantes(en(cloroplasto(que(contiene(el(gen(cat,(el(

cual( confiere( resistencia( a( cloranfenicol( (Xie( et( al,( 2014).( Otra( manera( de(

seleccionar(las(clonas(transformantes,(es(utilizando(mutantes(no(fotosintéticas,(

de(tal(manera(que(al(integrarse(en(el(transgen(el(marcador(de(selección(permita(

que(se(recupere( la(habilidad(de(realizar( fotosíntesis((Shamriz(y(Ofoghi,(2016),(

aunque( esto( solo( es( posible( en( algas(mixotrofas.( Algunas(microalgas( no( son(

susceptibles( a( los( antibióticos( más( comunes,( como( es( el( caso( de(

Platymonas(subcordiformis,(la(cual(es(naturalmente(resistente(a(los(antibióticos(

espectomicina,( estreptomicina( y( kanamicinar( por( esta( razón,( los( herbicidas(

también(han(sido(utilizados(como(marcadores(de(selección(para(trasformación(

en(cloroplasto.(El(gen(bar(que(confiere(resistencia(al(herbicida(Basta(fue(utilizado(

como(marcador(de(selección(en(esta(microalga((Cui(et(al,(2014).(

(

(

(
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1.4.*Optimización*de*codones*

El(uso(de(codones(varía(entre(especies,(incluso(difiere(entre(los(organelos(de(

un(mismo(organismo.(Por(lo(general,(los(genes(heterólogos(tienen(una(frecuencia(

de( codones( diferente( al( organismo( que( se( pretende( utilizar( como( sistema( de(

expresión,(lo(que(puede(generar(problemas(para(la(expresión(de(estos(genes.(La(

ausencia(de(RNA’s(de(transferencia(compatibles(con(el(uso(de(codones(del(gen(

recombinante(puede(resultar(en(la(incorporación(de(aminoácidos(incorrectos(o(en(

el( truncamiento( de( la( cadena( polipeptídica( (Shamriz( y( Ofoghi,( 2016).( En(

diferentes(trabajos(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(el(cloroplasto(de(

C.(reinhardtii(se(ha(demostrado(que(la(frecuencia(del(uso(de(codones(afecta(los(

niveles(de(expresión((Franklin(et(al,(2002r(Mayfield(et(al,(2003r(Mayfield(y(Schultz,(

2004r(Jones(et(al,(2013r(Tran(et(al,(2013).( (Por( lo( tanto,(para(solucionar(este(

problema,(es(necesario(optimizar(los(codones(de(los(genes(recombinantes,(de(

tal(manera(que(los(codones(raros(sean(remplazados(por(codones(que(utiliza(con(

mayor(frecuencia(la(maquinaria(de(traducción(del(cloroplasto.(

(

1.5.*Métodos*de*transformación**

La(pared(celular(de(las(algas(representa(una(barrera(física(que(impide(la(fácil(

incorporación(de(DNA(foráneo,(por(lo(que(es(necesario(generar(protoplastosr(este(

paso(puede(ser(limitante(ya(que(la(composición(de(la(pared(de(las(algas(puede(

variar(entre(especies((Doron(et(al,(2016).(La(microalga(D.(salina(carece(de(pared(

celular(rígida,(siendo(un(protoplasto(natural.(El(método(más(utilizado(para(llevar(
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a(cabo( la( trasformación(de(cloroplastos(es( la(biobalística((Bock,(2015),(el(cual(

utiliza(macropartículas(de(oro(o(tungsteno(cubiertas(con(el(DNA(que(se(desea(

ingresarr( estas( partículas( son( disparadas( a( alta( velocidad,( penetrando( a( las(

células.(El(alto(costo(del(equipo(de( laboratorio( requerido(para( llevar(a(cabo( la(

biobalística(ha(hecho(que(se(busquen(alternativas(más(económicas.(La(agitación(

mediante(vórtex(de(protoplastos(en(presencia(de(micropartículas(de(vidrio(y(el(

plásmido( a( transformar,( es( un( método( eficiente( para( la( transformación( de(

cloroplastos((Economou(et(al,(2014).(

Una(vez(llevado(a(cabo(el(protocolo(de(transformación,(la(integración(de(los(

genes( recombinantes( ocurre( mediante( recombinación( homóloga( en( el( sitio(

previamente(elegido(para(su( integraciónr(estas( regiones(que( flanquean(al(gen(

recombinante( deben( tener( un( tamaño( mínimo( de( 1( kb( para( asegurar( una(

recombinación(exitosa((Spetch,(et(al,(2017).(

(

1.6.*Producción* de* proteínas* terapéuticas* en* el* cloroplasto* de*

microalgas*

Las( proteínas( terapéuticas( son( un( sector( en( crecimiento( de( la( industria(

farmacéutica.(La(mayoría(de(estas(proteínas(se(producen(en(bacterias,(levaduras(

o(células(de(mamífero,(y(en(algunos(casos(en(plantas(y(animales(transgénicos(

(Rasala( et( al,( 2010).( ( El( sistema( de( producción( de( proteínas( terapéuticas( en(

cloroplasto( de( microalgas( ofrece( varias( ventajas,( como( reducción( de( costos,(
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métodos( de( cultivos( sencillo( en( fotobiorreactores,( compartamentalización( de(

proteínas,(bioseguridad(y(fácil(escalamiento(de(cultivos.((

En( el( cloroplasto( de(C.( reinhardtii( se( ha( llevado( a( cabo( la( síntesis( de(

anticuerpos( monoclonales( completos( tipo( IgG1( que( reconocen( la( toxina( del(

ántrax( (Tren( et( al,( 2009),( anticuerpos( de( tipos( scFv( (anticuerpos( de( cadena(

sencilla)( fusionados( con( la( exotoxina( A( de( Pseudomonas( aeruginosa( con(

actividad(antitumoral((Tran(et(al,(2012)(y(siete(proteínas(humanas(terapéuticas,(

eritropoyetina,( los(dominios(10(y(14(de( fibronectina,( interferón(β1,(proinsulina,(

isoforma(21(del(factor(de(crecimiento(vascular(endotelial((VEGF),(proteínas(de(

alta(movilidad(del(grupo(de(caja(1((HMGB1)((Rasala(et(al,(2010).(

(

La(proteína(recombinante(Interleucinak2(es(un(agente(terapéutico(utilizado(

para(el(tratamiento(de(melanoma(metástico(y(cáncer(metástico(renal((Rosenberg,(

2014),( fue(producida(por(primera(vez(en(E.(coli(en(1983((Devos(et(al,(1983)(y(

después(de(ser(aprobado(su(uso(por(la(FDA((Federal(Drugs(Administration,(por(

sus(siglas(en(inglés)(aún(se(produce(de(manera(recombinante(en(este(sistema(

bajo( el( nombre( comercial( Proleukin®.( En( su( estado( nativo,( es( una( proteína(

glucosilada,(sin(embargo,(estas(glucosilaciones(no(son(necesarias(para(que(esta(

proteína(sea(reconocida(por(su(receptor,(lo(que(la(hace(un(buen(candidato(para(

ser(producida(en(cloroplasto.(

(

(

(
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2.* Hipótesis**
 

La(construcción(de(casetes(de(expresión(utilizando(promotores(endógenos(

permitirá(la(expresión(de(proteínas(recombinantes(y(marcadores(de(selección(en(

el(cloroplasto(de(Dunaliella(salina(SQ.(

3.* Objetivo*general*
 

Crear(un(sistema(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(el(cloroplasto(

de(la(microalga(Dunaliella(salina(SQ.(

3.1* Objetivos*específicos*
 

•( Construcción(de(un(vector(de(expresión(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(

•( Transfección(de(D.(salina(con(el(casete(de(expresión(creado.((

•( Expresión(del(gen(de(resistencia((nat/1).(

•( Expresión(de(una(proteína(recombinante((Interleucinak2r(EGFP)(

(

(

(

(

(

(

(

(

(
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4.* Metodología*
 

4.1*Construcción*1*
 

La(construcción(1(consiste(en( formar(un(casete(para( la(expresión(de( la(

proteína(Interleucinak2(de(humano(optimizado(para(su(expresión(en(cloroplasto(y(

del(gen(que(confiere(resistencia(al(antibiótico(nourseotricina((nat/1),(ambos(genes(

regulados(bajo(el(promotor(del(gen(atpA(y(el(3’(UTR(del(gen(psbA(de(D.(salina.(

Las(regiones(de(recombinación(homóloga(que(permitirán(la(integración(del(casete(

en(el( genoma(del( cloroplasto(de(D.( salina( pertenecen(a(una(zona( intergénica(

entre(los(genes(psaA(y(psbA((Fig.(4).(

(

Figura*4.(Casete(para(la(expresión(de(interleucinak2(y(el(gen(de(resistencia(natk

1(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(

4.1.1.* Síntesis*de*promotor*y*UTR’s*
 

Se(hizo(un(análisis(de(secuencias(disponibles(del(cloroplasto(de(D.(salina(y(

se(obtuvieron(las(secuencias(del(promotor,(región(no(traducida((UTR)(del(extremo(

5’( y( el( UTR( de( la( región( 3’( del( gen( atpA.( Se( agregaron( dos( sitios( de(

reconocimiento(de(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I(separado(las(regiones(del(promotrk
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5’UTR(del(3’(UTR.(La(construcción( fue(enviada(para(su(síntesis(a( la(empresa(

Genscript( (Piscataway( NJ,( USA),( la( cual( envió( el( fragmento( clonado( en( el(

plásmido( pUC57,( a( este( plásmido( se( le( denominó( pUC57kutr’s( (trabajo(

previamente( realizado( en( el( laboratorio( del( Dr.( Stephano( por( el( MC.( Ibrahim(

Guzmán).(

4.1.2* Clonación*del*marcador*de*selección*natM1*en*el*plásmido*

pUC57[utr’s*

El(gen(que(codifica(para(la(enzima(nourseotricina(acetiltransferasa(y(confiere(

resistencia(al(antibiótico(nourseotricina(fue(elegido(como(agente(de(selección.(El(

gen(nat/1( fue(asilado(del(plásmido(pyL16( (Werner(Bioagents)( con( los(primers(

Nat1kfor(y(Nat1krev((Anexo(primers).(El(primer(Nat1kfor(fue(diseñado(con(el(sitio(

de(reconocimiento(de(la(enzima(de(restricción(Nco(I(mientras(que(al(primer(Nat1k

rev(se(le(adicionó(el(sitio(de(reconocimiento(de(la(enzima(de(restricción(Pst(I.(La(

reacción(en(cadena(de(la(polimerasa((PCR)(se(realizó(con(la(enzima(Taq(platinum(

high(fidelity((Invitrogen),(los(componentes(fueron(1X(de(buffer(high(fidelity,(2(mM(

MgSO4,(0.2(mM(de(dNTP’s,(0.5(μM(de(cada(primer((Nat1kfor(y(Nat1krev),(150(ng(

del(plásmido(pYL16,(1(U(de(Taq(platinum(high(fidelity(en(un(volumen(final(de(50(

μl.(Las(condiciones(de(reacción(fueron(2(min(a(94(°C,(30(ciclos(de(94(°C(15(s,(60(

°C(30s(y(68(°C(35(s,(seguido(de(un(ciclo(5(min(a(68(°C.(Posteriormente(25(μl(de(

la(reacción(fueron(visualizados(en(un(gel(de(agarosa(al(1%.(El(resto(de(la(reacción(

se(purificó(utilizando(el(kit(comercial(QIAquick(Gel(Extraction((Qiagen)(siguiendo(

las(instrucciones(del(kit.((
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El( plásmido( pUC57kutr’s( y( el( fragmento( amplificado( del( gen( nat/1( fueron(

digeridos(con(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I((New(England(Biolabs),(las(reacciones(se(

realizaron(con(1X(de(NEBuffer(3,(1(μg(de(plásmido(o(500(ng(de(producto(de(PCR,(

10(U(de(Nco( I,(10(u(de(Pst( I(en(un(volumen(final(de(20(μl.(Las(reacciones(se(

incubaron(1(h(a(37(°C(y(después(se(purificaron(utilizando(el(kit(comercial(QIAquick(

PCR(purification((Qiagen).((

La(reacción(de(ligación(se(llevó(a(cabo(utilizando(la(enzima(T4(DNA(ligasa(

(Fermentas),( la( cual( contenía( 1X( de( DNA( ligase( buffer,( 500( ng( del( plásmido(

pUC57kutr’s(digerido,(150(ng(de(la(PCR(del(gen(nat/1,(5(U(de(T4(DNA(ligasa(en(

un( volumen( final( de( reacción( de( 10( μl.( La( reacción( se( incubó( 2( h( a( 37( °C.(

Posteriormente( la( ligación( fue(utilizada(para( transformar(células(químicamente(

competentes( de(E.( coli(DH5α.( La( reacción( de( ligación( se(mezcló( con( células(

competentes,(se(incubó(en(hielo(durante(15(min,(se(le(dio(un(choque(térmico((1(

min(42(°C(y(1(min(en(hielo)(y(se(agregaron(250(μl(de(medio(SOC((0.5(%(extracto(

de(levadura,(2(%(triptona,(10(mM(NaCl,(2.5(mM(KCl,(10(mM(MgCl2,(10(mM(MgSO4(

y(20(mM(glucosa).(La(mezcla(se( incubó(1(h(a(37(°C(250(rpm(y(se(sembró(en(

placas(con(medio(LB(agar((10(%(triptona,(0.5(%(extracto(de(levadura,(1(%(NaCl(

y(1.5(agar(%)(con(carbenicilina((50(μg/ml).(Las(placas(se(incubaron(durante(12(h(

a(37(°C.(

Se(seleccionaron(3(colonias(y(se(resembraron(en(10(ml(de(medio(LB(liquido(

(10(%( triptona,( 0.5(%(extracto( de( levadura( y( 1(%(NaCl)( con( carbenicilina,( se(

incubaron(durante(12(h(a(37(°C(y(250(rpm.(Se(purificó(el(plásmido(utilizando(el(

kit(comercial(Wizard(Plus(SV(Minipreps(DNA(Purification((Promega)(siguiendo(las(
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especificaciones(de(la(casa(comercial.(Para(comprobar(la(clonación(del(gen(nat/

1,(los(plásmidos(purificados(fueron(digeridos(con(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I.(Las(

reacciones(contenían(1X(de(NEBuffer(3,(1(μg(de(plásmido,(10(U(de(Nco(I(y(10(u(

de(Pst(I(en(un(volumen(final(de(20(μl.(Las(reacciones(se(incubaron(1(h(a(37(°C(y(

fueron(visualizadas(en(un(gel(de(agarosa(al(1%.(Este(plásmido(fue(denominado(

pNatkutr.(

4.1.3.* Clonación*del*gen*que*codifica*para*Interleucina[2*en*el*

plásmido*pUC57[utr’s*

El( gen(que( codifica( para( la( proteína( Interleucinak2(humana( fue(optimizado(

para(su(expresión(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(Para(la(optimización(del(gen(se(

seleccionaron(las(secuencias(de(79(genes(codificantes(de(cloroplasto,(las(cuales(

fueron(compactadas(en(un(solo(archivo(fasta(y(posteriormente(se(sometieron(a(

la( página( de( EMBOSS/cusp( (www.bioinformatics.nl/cgikbin/emboss/cusp).( El(

programa(desplegó( la( lista(de( codones(más(utilizados(en(el( cloroplasto(de(D.(

salina.(En(base(a(estos(resultados(se(hizo(una(sustitución(de(codones(utilizando(

los(más(frecuentes.(También(se(agregaron(las(secuencias(de(reconocimiento(de(

restricción(de(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I,(6(codones(de(histidina(para(su(posterior(

purificación(mediante(una(matriz( con(níquel( y(el( sitio(de( reconocimiento(de( la(

enzima(enterocinasa(para( remover( el(marcaje( de(polihistidinas(después(de( la(

purificación(de( la(proteína.(La(secuencia(fue(enviada(a(sintetizar(a( la(empresa(

Genscript( (Piscataway( NJ,( USA),( la( cual( envió( el( fragmento( clonado( en( el(

plásmido(pUC57,(a(este(plásmido(se(le(denomino(pUC57kil2.(
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Los(plásmidos(pUC57kutr’s(y(pUC57kil2(fueron(digeridos(con(las(enzimas(Nco(

I(y(Pst(I((New(England(Biolabs),(las(reacciones(contenían(1X(de(NEBuffer(3,(1(μg(

de(plásmido,(10(U(de(Nco(I(y(10(u(de(Pst(I,(en(un(volumen(final(de(20(μl.(Las(

reacciones(se(incubaron(1(h(a(37(°C.(La(digestión(del(plásmido(pUC57kutr’s(se(

purificó( utilizando( el( kit( comercial( QIAquick( PCR( purification( (Qiagen).( La(

digestión( del( plásmido( pUC57kil2( se( corrió( en( un( gel( de( agarosa( al( 1%( y( el(

fragmento( correspondiente( al( gen( il/2( fue( extraído( del( gel( utilizando( el( kit(

comercial(QIAquick(Gel(Extraction((Qiagen).(

La(reacción(de(ligación(del(gen(ilk2(en(el(plásmido(pUC57kutr’s(se(llevó(a(

cabo(utilizando( la(enzima(T4(DNA( ligasa( (Fermentas),( la(cual( contenía(1X(de(

DNA(ligase(buffer,(500(ng(del(plásmido(pUC57kutr’s(digerido,(125(ng(gen(il/2(y(5(

U(de(T4(DNA(ligasa(en(un(volumen(final(de(10(μl.(La(reacción(se(incubó(2(h(a(37(

°C( y( posteriormente( se( utilizó( para( transformar( células( químicamente(

competentes(de(E.(coli(DH5α.(La(reacción(de(ligación(se(mezcló(con(las(células(

competentes,(se(incubó(en(hielo(durante(15(min,(se(dio(choque(térmico((1(min(42(

°C,(1(min(en(hielo)(y(se(agregaron(250(μl(de(medio(SOC.(Se(incubó(1(h(a(37(°C(

250(rpm(y(se(sembró(en(placas(con(medio(LB(agar(con(50(μg/ml(de(carbenicilina,(

las(cuales(se(incubaron(durante(12(h(a(37(°C.(

Se(seleccionaron(3(colonias(y(se(resembraron(en(10(ml(de(medio(LB(líquido(

con( carbenicilina,( se( incubaron( durante( 12( h( a( 37( °C( y( 250( rpm.( Se( extrajo(

plásmido(utilizando(el(kit(comercial(Wizard(Plus(SV(Minipreps(DNA(Purification(

(Promega)(siguiendo(las(especificaciones(de(la(casa(comercial.(Para(comprobar(

los(plásmidos(tenían(clonado(el(gen(il/2(se(realizó(una(PCR(con(los(primers(Prok



24"
"

"

for( y( UTRkrev( utilizando( la( enzima( Taq( platinum( high( fidelity( (Invitrogen),( los(

componentes(de(la(reacción(1X(de(buffer(high(fidelity,(2(mM(MgSO4,(0.2(mM(de(

dNTP’s,(0.5(μM(de(cada(primer((Prokfor(y(UTRkrev),(200(ng(de(plásmido,(1(U(de(

Taq(platinum(high(fidelity(y(38.2(μl(de(agua(destilada,(obteniendo(un(volumen(final(

de(50(μl.(Las(condiciones(de(reacción(fueron(2(min(a(94(°C,(30(ciclos(de(94(°C(

15( s,( 60( °C( 30s( y( 68( °C( 1:30( min,( seguidos( de( un( ciclo( 5( min( a( 68( °C.(

Posteriormente( las( reacciones( fueron(analizadas(en(un(gel(de(agarosa(al(1%.(

Este(plásmido(fue(nombrado(pIL2kutr.((

4.1.4* Unión*de*las*construcciones*IL[2*y*Nat[1*

La(construcción(pIL2kutr,( la( cual( contiene(el( gen( il/2( con(el( promotor( y( los(

UTR’s(fue(clonada(en(el(vector(pNatkutr((Fig.(5).(Para(realizar(la(clonación(de(esta(

construcción(se(realizó(una(PCR(de(la(construcción(il2kUTR’s(para(agregar(los(

sitios(de(restricción(de(las(enzimas(Nde(I(y(BstX(I.((

(

Figura*5.(Construcción(ilk2kNatR.(Unión(del(gen(recombinante(con(el(marcador(

de(selección.((

(
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Esta( PCR( se( realizó( utilizando( la( enzima( TopTaq( (Qiagen),( los(

componentes(de(la(reacción(1X(de(buffer(TopTaq(PCR(buffer,(0.2(mM(de(dNTP’s,(

0.5(μM(de(cada(primer((PrNdekF(y(UTRBstkR),(135(ng(de(plásmido(y(1.5(U(de(

TopTaq( DNA( polimerasa,( en( un( volumen( final( de( 50( μl.( Las( condiciones( de(

reacción(fueron(3(min(a(94(°C,(30(ciclos(de(94(°C(30(s,(65(°C(30s(y(72(°C(1:30(

min,(seguidos(de(un(ciclo(10(min(a(72(°C.(Después(se(corrió(un(gel(de(agarosa(

al(1%(y(la(banda(correspondiente(al(producto(de(PCR(fue(purificada(utilizando(el(

kit(comercial(QIAquick(Gel(Extraction((Qiagen).(Posteriormente(tanto(el(producto(

de(PCR(purificado(como(el(plásmido(pNatkutr(fueron(digeridos(con(las(enzimas(

Nde(I(y(BstX(I((New(England(Biolabs).(Las(reacciones(contenían(1X(de(NEBuffer(

3,(1(μg(de(plásmido(pNatkutr(o(500(ng(del(producto(de(PCR(purificado,(10(U(de(

Nde(I(y(10(u(de(BstX(I,(en(un(volumen(final(de(30(μl.(Las(reacciones(se(incubaron(

3(h(a(37(°C.(El(plásmido(digerido(se(corrió(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%(y(la(banda(

correspondiente(al(plásmido(fue(purificada(del(gel(utilizando(el(método(de(Freezek

Squeeze.(Una( vez( que( se( escindió( la( banda( del( gel( con( una( navaja,( esta( se(

fragmentó( y( se( congeló( durante( 30(min( a( k80( °C,( después( se( pulverizó( y( se(

traspasaron(a(una(columna((Millipore)(y(se(centrifugaron(10(min(a(6000(rpm.(El(

DNA(fue(precipitado(del(sobrenadante(utilizando(2.2(volúmenes(de(etanol(y(1:10(

de(acetato(de(sodio( (3M(pH(5.2).(La(mezcla(se( refrigeró(a( k80(°C(por(2(h,(se(

centrifugó((13,000(rpm,(4(°C,(30(min),(se(decantó(el(sobrenadante(y(se(agregó(1(

ml(de(etanol(al(70(%,(se(centrifugó(nuevamente((13,000(rpm,(4(°C,(15(min)(y(se(

retiró(el(sobrenadante.(El(pellet(de(DNA(se(secó(y(se(resuspendió(en(25(μl(de(

agua(destilada.((
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La(digestión(del(fragmento(de(PCR(fue(purificada(utilizando(el(kit(comercial(

QIAquick(PCR(purification((Qiagen).((Después(de(las(respectivas(purificaciones(

se(realizó(la(reacción(de(ligación(utilizando(la(enzima(T4(DNA(ligasa((Fermentas).(

La(ligación(se(llevó(a(cabo(con(100(ng(de(plásmido(y(70(ng(de(producto(de(PCR.((

Las(condiciones(de(la(reacción(de(ligación,(así(como(la(transformación(de(E.(coli(

DH5α(fueron(como(se(describe(en(los(aparados(anteriores.(Para(comprobar(que(

las(clonas(transformadas(contenían(el(inserto,(se(purificó(el(plásmido(utilizando(

el(kit(comercial(Wizard(Plus(SV(Minipreps(DNA(Purification((Promega)(siguiendo(

las( instrucciones(del(manual(de(usuario.(Estos(plásmidos(fueron(digeridos(con(

las(enzimas(Nde(I(y(BstX(I((New(England(Biolabs)(como(se(describe(previamente.(

El(producto(de(la(digestión(fue(analizado(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%.(El(plásmido(

obtenido(fue(nombrado(pIL2kNat.(

4.1.5* Clonación*de*las*regiones*de*recombinación*homólogas*en*el*

plásmido*pIL2[Nat*

Como( región( de( recombinación( homóloga( se( seleccionó( una( región(

intergénica( para( evitar( la( interrupción( de( genes( (Fig.( 4).( Las( regiones( de(

recombinación(homóloga(5’(y(3’(se(obtuvieron(mediante(PCR(a(partir(de(DNA(de(

D.(salina(SQ.(Para(clonar(estas(regiones(se(utilizó(el(kit(InkFusion(HD((Clontech).(

La(microalga(D.(salina(se(cultivó(en(medio(modificado((10(mM(KNO3,(50(

mM(NaHCO3,(5(mM(MgSO4·7H2O,(0.4(mM(KH2PO4,(2(μM(FeCl3( ·6H2O,(5(μM(

EDTA,(7(μM(MnCl2·4H2O,(1(μM(CuCl2·2H2O,(1(μM(ZnCl2,(1(μM(CoCl2·6H2O,(1(

μM((NH4)Mo7O24·4H2O,(185(μM(H3Bo3,(0.2(mM(CaCl2)(con(1.5(M(NaCl(y(se(le(
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suministró( luz( de(manera( constante( hasta( que( alcanzó( una( densidad( 1( x( 108(

células/ml.( El( DNA( se( purificó( con( el( kit( AxyPrep( Multisource( Genomic( DNA(

miniprep((Axygen)(siguiendo( las( instrucciones(para(cultivos(celulares.(Una(vez(

extraído(el(DNA(total(de(D.(salina(fue(utilizado(como(templete(para(amplificar(las(

regiones(homólogas(5’(y(3’.(Primero(se(amplificó(mediante(PCR(la(región(3‘.(La(

reacción(contenía(1X(de(buffer(TopTaq(PCR(buffer,(0.2(mM(de(dNTP’s,(0.5(μM(

de(cada(primer((Infusionk1(y(InPvukR),(500(ng(de(DNA(total(y(1.5(U(de(TopTaq(

DNA( polimerasa,( obteniendo( un( volumen( final( de( 50( μl.( Las( condiciones( de(

reacción(fueron(3(min(a(94(°C,(30(ciclos(de(94(°C(30(s,(65(°C(30s(y(72(°C(1:30(

min,(seguidos(de(un(ciclo(10(min(a(72(°C.(Los(primers(utilizados(en(esta(PCR(

contienen(una(región(homóloga(a(los(extremos(libres(del(plásmido(donde(se(va(a(

clonar.(El(producto(de(PCR(fue(purificado(utilizando(el(kit(NucleoSpin(Gel(and(

PCR(Cleankup((Clontech).((

El(plásmido(pIL2kNat( fue(diferido(con( las(enzimas(Hind( III(y(Pvu( II(para(

crear(extremos(libres(y(poder(clonar(la(región(3’(homologa.(Las(dobles(digestión(

se(llevó(a(cabo(con(1X(NEBuffer(4,(1(μg(de(plásmido,(20(U(Hind(III((NewEngland(

Biolabs)(y(10(U(Pvu(II((NewEngland(Biolabs)(en(un(volumen(final(de(30(μlr(esta(

reacción(fue(incubada(3(h(a(37(°C.(La(reacción(se(corrió(en(un(gel(de(agarosa(al(

1(%(y(la(banda(correspondiente(al(plásmido(fue(extraída(utilizando(el(método(de(

FreezekSqueeze.(

Los( productos( de( PCR( y( el( plásmido( purificado( fueron( utilizados( para(

realizar(la(reacción(de(ligación(la(cual(se(llevó(a(cabo(utilizando(el(kit(InkFusion(

HD( (Clontech)r( siguiendo( las( instrucciones( incluidas.( Posteriormente( se(
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transformaron(2.5(μl(de(la(reacción(de(ligación(en(células(competentes(DH5α(y(

se(sembraron(en(placas(de(LB(agar(con(50(μg/ml(de(carbenicilina.(((

Se( seleccionaron( la( clonas( que( crecieron( en( las( placas( de( agar,( se(

inocularon( en(medio( LB( líquido( con( 50( μg/ml( de( carbenicilina( y( se( purificó( el(

plásmido( utilizando( el( kit( QUIAGEN(Plasmid(Mini,( siguiendo( las( instrucciones(

proporcionadas.(Para(comprobar(que(se(había(clonado(la(región(3’(en(el(plásmido(

se(hizo(una(digestión(con(la(enzima(BstX(I.(La(reacción(contenía(1X(NEBuffer,(1(

μg(de(plásmido(y(10(U(de(BstX(I,(en(un(volumen(final(de(20(μl(y(se(incubó(3(h(a(

37(°C.(Finalizada(la(digestión(fue(evaluada(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%.(Este(

plásmido(fue(nombrado(pIN3’.(Se(seleccionó(una(clona(positiva(para(continuar(

con(la(ligación(de(extremo(de(recombinación(homóloga(5’.((

El(sitio(de(recombinación(homóloga(5’(fue(amplificado(a(partir(del(DNA(total(

extraído( de(D.( salina( utilizando( los( primers( InfNdekF( y( Inf2NdekR,( los( cuales(

contienen(una(región(homóloga(al(vector(pIN3’.(La(reacción(contenía(1X(de(buffer(

TopTaq( PCR( buffer,( 0.2(mM( de( dNTP’s,( 0.5( μM( de( cada( primer( (InfNdekF( y(

Inf2NdekR),(500(ng(de(DNA(total(y(1.5(U(de(TopTaq(DNA(polimerasa,(obteniendo(

un(volumen(final(de(50(μl.(Las(condiciones(de(reacción(fueron(3(min(a(94(°C,(30(

ciclos(de(94(°C(30(s,(65(°C(30s(y(72(°C(1:30(min,(seguidos(de(un(ciclo(7(min(a(72(

°C.(El(producto(de(PCR(fue(purificado(utilizando(el(kit(NucleoSpin(Gel(and(PCR(

Cleankup((Clontech).(

Para(clonar( la( región(5’(homologa(el(plásmido(pIN3’( fue(digerido(con( la(

enzima( Nde( I,( la( cual( lo( linearizaba( después( de( la( región( 5’UTR( donde( se(

encontraba(en(gen(il/2.(La(reacción(de(digestión(contenía(1(μg(de(plásmido,(1X(
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NEBuffer(3(y(10(U(Nde(I(en(un(volumen(final(de(20(μl.((La(digestión(se(incubó(3(

h(a(37(°C.(La(digestión(fue(precipitada(con(etanol(y(acetato(de(sodio.((

Los( productos( de( PCR( y( el( plásmido( purificado( fueron( utilizados( para(

realizar(la(reacción(de(ligación(la(cual(se(llevó(a(cabo(utilizando(el(kit(InkFusion(

HD( (Clontech)r( siguiendo( las( instrucciones( incluidas.( Posteriormente( se(

transformaron(2.5(μl(de(la(reacción(de(ligación(en(células(competentes(DH5α(y(

se(sembraron(en(placas(de(LB(agar(con(50(μg/ml(de(carbenicilina.(((

Se( seleccionaron( la( clonas( que( crecieron( en( las( placas( de( agar,( se(

inocularon( en(medio( LB( líquido( con( 50( μg/ml( de( carbenicilina( y( se( purificó( el(

plásmido( utilizando( el( kit( QUIAGEN( Plasmid( Mini( siguiendo( las( instrucciones(

proporcionadas.(Para( comprobar( si( estaba( clonada( la( región( homologa( 5’,( se(

realizó(una(digestión(con(la(enzima(Nru(I.(La(reacción(de(digestión(contenía(1X(

NEBuffer(3,(1(μg(de(plásmido,(10(U(de(Nru(I((NewEngland(Biolabs)(y(12(μl(de(

agua.(La(reacción(se( incubo(3(h(a(37(°C(y(después(se(visualizó(en(un(gel(de(

agarosa(al(1(%.((Una(de(las(clonas(que(salió(positiva(fue(enviada(a(secuenciar.(

En(esta(secuenciación(se(corroboró(la(presencia(y(la(correcta(secuencia(de(cada(

una(de(las(partes(clonadas.(El(plásmido(resultante(fue(denominado(pDsCh.(

(

4.2.*Construcción*2*

`( Esta(construcción(consiste(en(la(expresión(de(un(gen(reportero(y(el(gen(

nat/1( que( confiere( resistencia( al( antibiótico( nourseotricina.( El( gen( reportero(

codifica(para( la(proteína(EGFP((Enhanced(Green(Fluorescent(Protein,(por(sus(
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siglas(en(ingles)(y(está(regulado(bajo(el(promotor(y(5’(UTR(del(gen(rbcL(de(D.(

salina,(y(el(3’(UTR(del(gen(psbA((Fig.(6).(El(gen(natk1(está(regulado(está(regulado(

bajo(el(promotor(y(5’(UTR(del(gen(psbA(de(D.(salina,(y(el(3’(UTR(del(gen(atpA(

(Fig.(6).(Las(regiones(de(recombinación(homólogas(fueron(las(mismas(utilizadas(

en( la(construcción(1.(A(diferencia(de( la(construcción(1,(en(este(casete(el(gen(

reportero(y(el(marcador(de(selección(se(encuentran( regulados(bajo(diferentes(

promotores(y(UTR’s.(

4.2.1* Síntesis*del*casete*de*expresión*

El( gen( que( codifica( para( la( proteína( EGFP( fue( optimizado( para( su(

expresión(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(En(esta(ocasión(el(gen(nat/1(también(fue(

optimizado(para(su(expresión(en(el( cloroplasto(de(D.(salina.(Como(elementos(

reguladores(de(la(expresión(de(la(proteína(EGFP(se(utilizó(el(promotor(y(la(región(

5’UTR(del(gen(rbcL(y(el(3’UTR(del(gen(psbA.(Para(lograr(la(expresión(del(gen(

nat/1(se(utilizó(el(promotor(y(el(5’UTR(del(gen(psbA(y(el(3’UTR(del(gen(atpA.(Los(

promotores(y(UTR’s(fueron(tomados(de(la(secuencia(del(cloroplasto(de(D.(salina(

CCAP( 19/18( (número( de( acceso( de( NCBI( GQ250046.1).( También( se( le(

agregaron( sitios( de( restricción( de( diferentes( enzimas( entre( cada( uno( de( los(

elementos((Fig.6).(Este(casete(de(expresión(fue(enviado(a(sintetizar(a(la(empresa(

Genscript((Piscataway,(NJ,(EU).(La(secuencia(fue(enviada(clonada(en(el(vector(

pUC57,(a(este(vector(se(le(llamó(pEGFP.((
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Figura*6.(Casete(de(expresión(de(la(proteína(EGFP(y(el(gen(natk1(optimizados(

para( cloroplasto.( ( Se( muestran( la( ubicación( de( los( sitios( de( restricción( de(

diferentes(enzimas.(

(

4.2.2* Clonación*de*la*región*de*recombinación*homóloga*5’*en*el*

plásmido*pEGFP*

La(región(5’(homologa(fue(amplificada(a(partir(del(plásmido(pDsCh,(bajo(las(

siguientes(condiciones,(1X(de(buffer(Phusion(HF(PCR,(0.2(mM(de(dNTP’s,(0.5(

μM(de(cada(primer((Hom5GFPkF(y(Hom5GFPkR),(150(ng(de(plásmido(pDsCh(y(

1( U( de( Phusion(DNA( polimerasa,( obteniendo( un( volumen( final( de( 50( μl.( Las(

condiciones(de(reacción(fueron(30(s(a(98(°C,(30(ciclos(de(98(°C(10(s,(65(°C(30s(

y( 72( °C(33( s,( seguidos( de( un( ciclo( 10(min( a( 72( °C.(El( producto( de(PCR( fue(

purificado(utilizando(el(kit(NucleoSpin(Gel(and(PCR(Cleankup((Clontech).((

El(plásmido(pEGFP(fue(digerido(con(la(enzima(EcoR(V,(la(reacción(contenía(

1X(NEBuffer(3,(1(μg(de(plásmido,(20(U(de(EcoR(V((NewEngland(Biolabs)(y(14(μl(

de(agua.(La(reacción(se(incubo(3(h(a(37(°C(y(se(purificó(con(el(kit(NucleoSpin(Gel(

and(PCR(Cleankup((Clontech).((
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La(reacción(de(recombinación(con(el(kit(InfusionkHD(para(integrar(la(región(5’(

homóloga( dentro( del( plásmido( pEGFP( se( llevó( a( cabo( con( 93( ng( de( PCR(

purificado(y(100(ng(de(vector(digerido,(siguiendo(las(instrucciones(incluidas(en(el(

kit.(Posteriormente(esta(reacción(se(transformó(en(células(competentes(de(E.(coli(

DH5α.(Se(seleccionaron(10(clonas(trasformadas,(se(crecieron(en(medio(LB(con(

carbenicilina((50(μg/ml)(durante(14(h(a(37(°C(y(se(les(purificó(el(plásmido(con(el(

kit( GeneJet( Plasmid( Miniprep( (ThermoFisher)( siguiendo( las( instrucciones(

proporcionadas.((Para(comprobar(que(la(región(homóloga(se(había(clonado(se(

hizo(una(digestión(con(la(enzima(EcoR(V.(La(reacción(contenía(1X(NEBuffer(3,(1(

μg( de( plásmido,( 20( U( de( EcoR( V( (NewEngland( Biolabs)( y( 12.5( μl( de( agua(

destilada.(La(reacción(se(incubó(3(h(a(37(°C(y(se(visualizó(en(un(gel(de(agarosa(

al(1%.(El(vector(resultante(fue(nombrado(pGFP5.((

(

4.2.3* Clonación*de*la*región*de*recombinación*homóloga*3’*en*el*

plásmido*pGFP5*

La(región(3’(de(recombinación(homóloga(fue(amplificada(utilizando(los(primers(

Hom3GFPkF(y(Hom3GFPkR,(estos(primers(contenían(secuencias(homólogas(al(

vector(pGFP5(para(poder(insertarla(mediante(recombinación(homóloga(utilizando(

el( kit( InfusionkHD( (Clontech).( La( amplificación( se( llevó( a( cabo( utilizando(

CloneAmp( HiFi( PCR( Premix( (Clontech).( La( reacción( contenía( 12.5( μl( de(

CloneAmp(HiFi(PCR(Premix,(0.5(μM(de(cada(primer((Hom3GFPkF(y(Hom3GFPk

R),(80(ng(de(plásmido(pDsCh(y(9(μl(de(agua(destilada,(obteniendo(un(volumen(
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final(de(25(μl.(Las(condiciones(de(reacción(fueron(30(s(a(98(°C,(30(ciclos(de(98(

°C(10(s,(65(°C(15s(y(72(°C(7(s,(seguidos(de(un(ciclo(5(min(a(72(°C.(El(producto(

de( PCR( fue( purificado( utilizando( el( kit( NucleoSpin( Gel( and( PCR( Cleankup(

(Clontech).((

El(plásmido(pEGFP5(fue(digerido(con(la(enzima(BstX(I,(la(reacción(contenía(

1X(NEBuffer(3,(1(μg(de(plásmido(y(10(U(de(BstX(I((NewEngland(Biolabs),(en(un(

volumen(final(de(20(µl.(La(reacción(se(incubó(2(h(a(37(°C(y(se(purificó(con(el(kit(

NucleoSpin(Gel(and(PCR(Cleankup((Clontech).((

La(reacción(de(recombinación(con(el(kit(InfusionkHD(se(llevó(a(cabo(con(95(

ng( de(PCR(purificado( y( 98( ng( de( vector( digerido,( siguiendo( las( instrucciones(

incluidas(en(el( kit.(Posteriormente( con(esta( reacción( se( transformaron(células(

competentes( de( E.( coli( DH5α.( Se( seleccionaron( clonas( trasformadas( y( se(

crecieron(en(medio(LB(con(carbenicilina((50(μg/ml)(durante(14(h(a(37(°C(para(

extraerles(plásmido(con(el(kit(GeneJet(Plasmid(Miniprep((ThermoFisher).(Para(

comprobar(la(inserción(de(la(región(homóloga(3’(se(realizó(una(doble(digestión(

con(las(enzimas(Nru(I(y(EcoR(Ir(la(reacción(contenía(1X(NEBuffer(3,(10(U(de(Nru(

I,(10(U(de(EcoR(I,(1(μg(de(plásmido(y(17(μl(de(agua(destilada(para(obtener(un(

volumen( final( de( reacción( de( 30( μl.( La( reacción( se( incubó( 2( h( a( 37( °C( y(

posteriormente(se(evaluó(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%.(La(clona(2(positiva(se(

envió( a( secuenciar( para( comprobar( la( correcta( secuencia( de( ambas( regiones(

homologas.(El(plásmido(resultante(fue(denominado(pDsEGFP.((

(

(
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4.3.*Transformaciones**

4.3.1.* Transformación*del*plásmido*pDsCh**

La(trasformación(del(plásmido(pDsCh(se(llevó(a(cabo(utilizando(la(técnica(

de(biobalística.(Las(células(de(D.(salina(se(crecieron(a(una(densidad(de(1.5(x(106(

células/ml( en(medio(modificado( con( 250(mM( de(NaCl( bajo( luz( las( 24( h.( Las(

células(se(centrifugaron(y(se(resuspendieron(en(medio(modificado(quedando(a(

una(densidad(de(1(x(108(células/ml.((Se(sembraron(1(x(108(células(en(placas(de(

medio(modificado(con(agar.((

Las(placas(de(dejaron(secar(bajo(campana(mientras(se(preparaban( las(

micropartículas( de( tungsteno( (BioRad).( Se( resuspendieron( 10( mg( de(

micropartículas(en(500(μl(de(etanol(y(se(centrifugaron(durante(30(s(a(14,000(rpmr(

se(retiró(el(exceso(de(etanol,(se(adicionaron(nuevamente(250(μl(de(etanol(y(se(

dio( vórtex( durante( 2(minutos.( Las( partículas( se( centrifugaron( durante( 30( s( a(

14,000(rpm,(se(retiró(el(etanol(y(se(lavaron(2(veces(con(250(μl(de(agua(destilada(

estéril,(después(de(la(última(centrifugada(se(resuspendieron(en(150(μl(de(agua(

destilada( estéril.( Para( cubrir( las( micropartículas( con( el( plásmido( pDsCh,( se(

tomaron(50(μl(de(partículas(resuspendidas(en(agua(destilada(estéril(y(mientras(

se(daba(vórtex(moderado(se(adicionaron(5(μl(de(plásmido((1(μg/μl),(50(μl(de(2.5(

M(CaCl2(y(20(μl(de(espermidina((free(base)(estéril(0.1(M.(Una(vez(agregados(

estos(componentes(se(dio(vórtex(moderado(durante(3(min(y(se(centrifugó(durante(

30(s,(se(retiró(el(sobrenadante,(se(adicionaron(250(μl(de(etanol(y(se(dio(vórtex(

por( 1( min.( Posteriormente( se( centrifugó( nuevamente( durante( 30( s,( se(
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resuspendió(en(50(μl(de(etanol(y(se(almacenó(en(hielo(hasta(su(uso.((Todos(los(

componentes(utilizados(en(la(transfección(se(utilizaron(estériles.(Se(dispararon(

10( μl( de( micropartículas( recubiertas( del( plásmido( en( cada( caja( a( 1000( psi.(

Después(del(disparo(se(agregaron(5(ml(de(medio(modificado(a(cada(caja,(se(selló(

con(parafilm(y(se(incubaron(toda(la(noche(con(iluminación(constante.(Después(

se(removieron(las(células(de(las(placas(y(se(sembraron(en(placas(nuevas(con(

medio( modificado( y( 500( ng/ml( del( antibiótico( nourseotricina.( Las( placas( se(

incubaron( con( iluminación( constante( durante( 15( días( y( las( colonias( que(

aparecieron(se(resembraron(en(placas(nuevas(con(medio(modificado(y(500(ng/ml(

de(nourseotricina.(

Para(comprobar( la(correcta( inserción(del(casete(dentro(del(genoma(del(

cloroplasto(se( realizó(una(PCR(con( los(primers(NatF(y(NatRr(utilizando(como(

templete(DNA(genómico(de(clonas(transformadas.((La(extracción(de(DNA(se(hizo(

utilizando(el(kit(AxyPrep(Multisource(Genomic(DNA(miniprep((Axygen)(siguiendo(

las(instrucciones(para(cultivos(celulares.(Se(agregaron(2(ml(de(medio(modificado(

con( 250( mM( de( NaCl( a( las( cajas( de( Petri( para( remover( las( células( y( este(

sobrenadante(fue(utilizado(para( llevar(a(cabo(la(extracción.(Como(control(para(

corroborar(la(correcta(extracción(de(DNA(de(las(muestras,(se(diseñaron(2(juegos(

de(primers(que(amplificaban( los(2(exones(del(gen(atpA.( (Los(primers(atpaF(y(

atpaR( amplifican( el( parte( del( primer( exón( y( los( primers( Atpa2F( y( Atpa2R(

amplifican(una(parte(del(segundo(exón(del(mismo(gen.((Las(reaccione(de(PCR(

contenían(1X(de(buffer(Phusion(HF(5X(PCR(buffer,(0.2(mM(de(dNTP’s,(0.5(μM(

de(cada(primer,(500(ng(de(DNA(genómico(de(D.(salina((transformada(y(control),(
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1(U( de( Phusion(DNA( polimerasa( y( 35.5( μl( de( agua( destilada,( obteniendo( un(

volumen(final(de(50(μl.(Las(condiciones(de(reacción(fueron(30(s(a(98(°C,(30(ciclos(

de(98(°C(10(s,(65(°C(30s(y(72(°C(30(s,(seguidos(de(un(ciclo(10(min(a(72(°C.((Las(

reacciones(se(evaluaron(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%.((

4.3.2.* Transformación*del*plásmido*pDsEGFP*

La(transformación(se(realizó(con(micro(esferas(de(vidrio(de(425(–(600(µm(

de(diámetro.(El(cultivo(de(D.(salina(se(creció(hasta(alcanzar(fase(logarítmica(y(se(

centrifugaron( 100( k150( ml( del( cultivo( a( 5000( rpm( por( 2( min,( se( retiró( el(

sobrenadante( y(el( paquete( celular( se( lavó( tres( veces( con(25(ml(de(medio(de(

cultivo(centrifugando(a(5000(rpm(por(2(min.(El(paquete(de(células(se(resuspendió(

en(800(µl(de(medio(obteniendo(una(densidad(de(1(x(105(cel/ml(y(posteriormente(

se(le(agregó(300(mg(de(microesferas,(60(µg(del(plásmido(y(100(µl(de(PEG(20%.(

La(mezcla(se(agitó(utilizando(vórtex(a(2400(rpm(durante(15(s,(se(reposaron(10(s(

y(después(se(agitó(nuevamente(durante(60(s.(Se(dejó(reposar(3(min(para(que(las(

microesferas(se(precipitaran.(Después(de(la(sedimentación(de(las(microesferas,(

la(mezcla(se(colocó(en(24(h(con(poca(luz(y(posteriormente(se(sembró(en(placas(

con(medio(modificado(600(µg/ml(de(nourseotricina.(Las(placas(se(incubaron(con(

luz(intensa(constante(a(28(ºC(durante(15(días(o(hasta(que(aparecieron(colonias.(

Las(colonias(obtenidas(se(resembraron(en(medio(modificado(liquido(con(250(mM(

de(NaCl(y(600(µg/ml(de(nourseotricina.(

(
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4.3.3.* Detección*de*transformantes*de*D.#salina*

Para(comprobar(la(integración(de(los(casetes(en(el(genoma(del(cloroplasto(

de( las( células(de(D.( salina( que( sobrevivieron(en(medio( con(nourseotricina( se(

realizó(una(extracción(de(DNA(total.(Se(tomaron(20(ml(de(medio(de(cultivo(de(las(

clonas(que(crecieron(en(medio(con(el(antibiótico(y(se(centrifugó(durante(15(min(a(

4( ºC( a( 4000rpm,( se( eliminó( el( sobrenadante( y( el( paquete( de( células( se(

resuspendió(en(700(µl(de(buffer(CTAB((0.1(M(TriskHCl(pH(8,(1.4(M(NaCl,(0.01(M(

EDTA( pH( 8,( 2%( CTAB( y( 2%( βkMercaptoetanol),( se( sonicó( 2( veces( en( hielo(

durante(pulsos(de(45(s,(después(se(incubaron(las(células(a(65(ºC(durante(90(minr(

posteriormente(se(adicionó(1(volumen(de(fenol/cloroformo/alcohol(isoamílico,(se(

dio( vórtex( 1(min,( se( centrifugó( a( 13,000( rpm(a( 4( ºC(durante( 15(min.( La( fase(

acuosa(se(transfirió(a(un(tubo(nuevo(y(se(precipitó(el(DNA(utilizando(2(volúmenes(

de(etanol(absoluto(frio(y(se(lavó(el(paquete(de(DNA(con(1(ml(de(etanol(al(70(%.(

Finalmente,(el(DNA(fue(re(suspendido(en(200(µl(de(dH2O((el(agua(estaba(a(65(

ºC).((

Para(comprobar(la(integración(del(plásmido(en(D.(salina(se(realizó(PCR(

con(el(DNA(obtenido(de(las(clonas(transformadas(y(de(la(cepa(no(transformada(

como(controlr(como(control(de(la(amplificación(se(utilizó(la(región(del(gen(atpA.(

Las(reacciones(de(PCR(contenían(1X(de(buffer(Phusion(HF(5X(PCR(buffer,(0.2(

mM(de(dNTP’s,(0.5(μM(de(cada(primer,(500(ng(de(DNA(genómico(de(D.(salina(

(transformada( y( control),( 1( U( de( Phusion(DNA( polimerasa( y( 35.5( μl( de( agua(

destilada,( obteniendo(un( volumen( final( de(50(μl.( Las( condiciones(de( reacción(

fueron(30(s(a(98(°C,(30(ciclos(de(98(°C(10(s,(65(°C(30s(y(72(°C(30(s,(seguidos(de(
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un(ciclo(10(min(a(72(°C.((Las(reacciones(se(evaluaron(en(un(gel(de(agarosa(al(1(

%.((

(
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5.* Resultados*y*discusiones*

5.1.*Síntesis*de*regiones*reguladoras**

La(secuencia(del(promotor,(5’(UTR(y(3’(UTR(del(gen(atpA(se(muestran(en(la(

figura(7.(Las(regiones(de(los(sitios(de(restricción(de(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I(se(

encuentran(subrayados(y(en(ese(respectivo(orden.(La(longitud(de(la(secuencia(

es(de(977(pares(de(bases((pb).(La(secuencia(fue(clonada(en(el(vector(pUC57.((

*
GGTACCAATATTAATTTAAATAATATTGTTATTTATTAATAGGTGGTGTCAATTTACGCCACCAAAGCG
CGCACAAGCGCGGAAAAAAAAAAAAAAAAATTTATTAATAATAAATTTTTAATGATCTCTCCGGAATAT
ATAGATAATAACAAATTCAGAAGAAATTTTTAGAAGTTTTAAATATCCTAAAGAATATTTAAAATCTTC
TAAAATTTGTTATCTATTTATAACAATTTTATCGGTTTTTTAGAAAAAAAAAAAAGTATCTCCTAAATT
AAAATGAAAAATTCTTAGATAAGGGTATGAATGACGACCTTACTTATTTTTTCCTTAGGTCGTTAAAAA
TACAGCAAATAGAATAATATATTTAAAAATATAAAGTGTTTCGTTTACGACGGAAAGTATAAATTTTAA
ATATATTATTAAACAATAGTTTATAAGTTATAAACTATTTGTTTCTATCATATCCCTTTAACAAGAAAA
AAAATTTTTTTCCATGGTATATATATATATATCTGCAGTAATTCTTTATACTTAAGAATTAAGTAGACT
TGTCTACTTAATTCTTTTTAATAGCATGGATGGAGTAAACTCCATCCATGCTATTATCTCTAACAACCC
CAAAAACCAAAGGTTTTTGTGAAGGAAAAAATAGAATATTTTTTCCGCTACGAGCGGGCGATATAAAAA
AATAAGATTTTTTTATCCTAAATTAATTCTTGTAATAGAATCTCAATTAATGACAAAGATATAAATTAC
AAAAACGGTAGAGTTTCAGGTTTAGATAAATAACCTGGTCCTGCTATATAACTAATGTAAGTTAAAATA
TCAGTATATGAACAATATATATTATATATTAATAGTCCATGTCCTTCAAAAACGAATAAACGAATAAAC
CAAAGAAAATAAAACTTTATTATTTTAAATAAAATAAAATTTTATTAATTTTTTTTTTTATCAAAAATT
TTTTTGGTACC 

Figura*7.(Secuencia(de(promotor,(5’(UTR(y(3’(UTR(del(gen(atpA(

5.2.*Clonación*del*marcador*de*selección*natM1*en*el*plásmido*pUC57[

utr’s*

La(amplificación(de(PCR(realizada(con(los(primers(Natkfor(y(Natkrev(agregaron(

los(sitios(de(restricción(de(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I,(lo(que(permitió(ligar(el(gen(

nat/1(en(el(plásmido(pUC57kutr’s.(Esto(fue(comprobado(mediante(la(digestión(de(

los(plásmidos(obtenidos(de(las(clonas(transformantes(con(las(enzimas(Nco( I(y(

Pst( I,(estas(digestiones( liberaron(un( fragmento(de(570(pb(que(corresponde(al(

tamaño(esperado(del(gen(nat/1((Fig.(8).((
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(
Figura*8.*Electroforesis(de(la(digestión(para(comprobar(la(clonación(del(gen(nat/

1(en(el(plásmido(pUC57kutr’s.(Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(Carriles(2,(

4,(6(y(8,(digestión(con(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(Ir(Carriles(3,(5(y(7,(controles(de(

plásmido(sin(digerir.(

(

5.3.*Clonación*del*gen*que*codifica*para*Interleucina[2*en*el*plásmido*

pUC57[utr’s*

Los(resultados(obtenidos(del(programa(EMBOSS(sobre(la(frecuencia(de(uso(

de(codones(de(79(regiones(codificantes(de(D.(salina(CCAP(19/18(se(muestran(

en( la( tabla( I.( Los( codones( con( mayor( frecuencia( fueron( seleccionados( para(

sustituir(a(sus(homólogos(en(la(secuencia(del(gen(il/2.(La(secuencia(del(gen(il/2(

con(los(codones(optimizados(para(su(expresión(en(el(cloroplasto(de(D.(salina(se(

muestra(en(la(figura(9.(

(

(

(

600*pb*
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Tabla*I.*Frecuencia*de*uso*de*codones*de#D.#salina*CCAP*19/18*

Codón( AA*( Fracción( Número*de*
apariciones( Codón( AA*( Fracción( Número*de*

apariciones(

GCA(
GCC(
GCG(
GCT(
TGC(
TGT(
GAC(
GAT(
GAA(
GAG(
TTC(
TTT(
GGA(
GGC(
GGG(
GGT(
CAC(
CAT(
ATA(
ATC(
ATT(
AAA(
AAG(
CTA(
CTC(
CTG(
CTT(
TTA(
TTG(
ATG(
AAC(
AAT(

A(
A(
A(
A(
C(
C(
D(
D(
E(
E(
F(
F(
G(
G(
G(
G(
H(
H(
I(
I(
I(
K(
K(
L(
L(
L(
L(
L(
L(
M(
N(
N(

0.316(
0.078(
0.065(
0.541(
0.114(
0.886(
0.218(
0.782(
0.889(
0.111(
0.276(
0.724(
0.214(
0.059(
0.066(
0.662(
0.312(
0.688(
0.203(
0.115(
0.682(
0.921(
0.079(
0.076(
0.007(
0.013(
0.151(
0.701(
0.052(
1.000(
0.249(
0.751(

513(
126(
106(
879(
28(
217(
256(
917(
1376(
171(
438(
1147(
385(
106(
118(
1191(
167(
368(
423(
241(
1423(
2337(
201(
227(
21(
38(
449(
2080(
153(
536(
517(
1558(

CCA(
CCC(
CCG(
CCT(
CAA(
CAG(
AGA(
AGG(
CGA(
CGC(
CGG(
CGT(
AGC(
AGT(
TCA(
TCC(
TCG(
TCT(
ACA(
ACC(
ACG(
ACT(
GTA(
GTC(
GTG(
GTT(
TGG(
TAC(
TAT(
TAA(
TAG(
TGA(

P(
P(
P(
P(
Q(
Q(
R(
R(
R(
R(
R(
R(
S(
S(
S(
S(
S(
S(
T(
T(
T(
T(
V(
V(
V(
V(
W(
Y(
Y(
*(
*(
*(

0.397(
0.047(
0.084(
0.471(
0.917(
0.083(
0.213(
0.014(
0.133(
0.072(
0.008(
0.560(
0.036(
0.209(
0.298(
0.037(
0.068(
0.354(
0.454(
0.054(
0.067(
0.426(
0.399(
0.036(
0.040(
0.525(
1.000(
0.197(
0.803(
0.899(
0.076(
0.025(

512(
61(
109(
608(
1185(
107(
336(
22(
209(
113(
13(
881(
91(
534(
762(
94(
174(
905(
793(
94(
117(
744(
640(
58(
64(
841(
352(
218(
889(
71(
6(
2(

(
(

La(digestión(del(plásmido(pUC57kil2(con(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I(liberó(un(

fragmento(de(505(pb((Fig.(10).(Después(de(haber(realizado(la(ligación(del(gen(il/

2(dentro(del(plásmido(pUC57kutr’s(y( transformarla(en(E.(coli(DH5α,(se(extrajo(

plásmido( a( las( clonas( que( crecieron( en( las( cajas( de( Petri( con( medio(

LB/Carbenicilina.(A(partir(de(los(plásmidos(purificados(se(realizó(una(PCR,(donde(

las(clonas(positivas(mostraron(la(amplificación(de(un(fragmento(de(1472(pb,(como(
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se(muestra(en( la( figura(11,(el(cual(corresponde(en( tamaño(a( las( regiones(del(

promotor(y(los(UTR’s(del(gen(atpA(unidos(al(gen(il/2.(

*
*
CCATGGCACCACCACCACCACCACGATGACGATGACAAGATGTACCGTATGCAATTATTATCATGTATT
GCTTTATCATTAGCTTTAGTAACTAACTCAGCTCCAACTTCATCATCAACTAAAAAAACTCAATTACAA
TTAGAACACTTATTATTAGACTTACAAATGATTTTAAACGGTATTAACAACTACAAAAACCCAAAATTA
ACTCGTATGTTAACTTTCAAATTCTACATGCCAAAAAAAGCTACTGAATTAAAACACTTACAATGTTTA
GAAGAAGAATTAAAACCATTAGAAGAAGTATTAAACTTAGCTCAATCAAAAAACTTCCACTTACGTCCA
CGTGACTTAATTTCAAACATTAACGTAATTGTATTAGAATTAAAAGGTTCAGAAACTACTTTCATGTGT
GAATACGCTGACGAAACTGCTACTATTGTAGAATTCTTAAACCGTTGGATTACTTTCTGTCAATCAATT
ATTTCAACTTTAACTTAACTGCAG 
El(sitio(de(restricción(de(las(enzimas(Nco(I(y(Pst(I(se(encuentra(subrayado(
La(secuencia(de(poli(histidinas(se(encuentra(marcada(en(gris(
El(sitio(de(reconocimiento(de(la(enzima(enterocinasa(se(encuentra(en(itálicas(

Figura*9.(Secuencia(del(gen(il/2(sintetizado.(
(
(
(
(
(

(
Figura*10.(Electroforesis(de(la(digestión(el(gen(il/2(del(plásmido(pUC57kil2.(Carril(

1,(marcador(de(peso(molecularr(Carril(2,(plásmido(sin(digerirr(Carril(3,(plásmido(

digerido.(
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(
Figura*11.*Electroforesis(de(la(PCR(para(comprobar(la(clonación(del(gen(il/2(en(

el(plásmido(pUC57kutr’s.(*Carril(1,(marcador(de(peso(molecular,(Carriles(2k8,(PCR(

de(las(clonas(transformadas.((

(
5.4.*Unión*de*las*construcciones*IL[2*y*Nat[1*

Las(secuencias(del(gen(il/2(con(su(promotor(y(UTR’s(fue(clonada(dentro(del(

vector(pNatkutr(utilizando(las(enzimas(Nde(I(y(BstX(I.(Para(clonar(este(fragmento(

dentro( del( vector( pNatkutr,( llevo( a( cabo( una( digestión( con( dichas( enzimas(

eliminando( un( fragmento( de( 250( pb( y( la( banda( correspondiente( al( plásmido(

digerido(fue(recuperada(del(gel(de(agarosa((Fig.(12).(El(gen(il/2(con(su(promotor(

y(UTR’s(fueron(amplificados(mediante(PCR(con(primers(que(agregaban(los(sitios(

de(restricción(de( las(enzimas(Nde( I(y(BstX( I.( la(amplificación(de(PCR(tuvo(un(

tamaño(de(1495(pb((Fig.13).((

(
(
(
(



44"
"

"

(
Figura*12.*(Electroforesis(de(la(digestión(de(plásmido(pNatkutr(con(las(enzimas(

Nde(I(y(BstX(I.(Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(Carril(2,(plásmido(pNatkutr(

sin(digerirr(Carriles(3k5,(digestiones(con(las(enzimas(NdeI(y(BstXI.(

(
Figura*13.(Electroforesis(de(la(PCR(para(agregar(los(sitios(de(restricción(de(las(

enzimas(Nde(I(y(BstX(I(al(gen(ilk2(con(promotor(y(UTR’s.(Carril(1,(marcador(de(

peso(molecularr(Carril(2,(controlr(Carril(3(producto(de(PCR.(
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(
Una(vez(agregados(los(sitios(de(restricción(de(las(enzimas(Nde(I(y(BstX(I(

mediante( PCR,( se( realizó( la( digestión( enzimática( del( producto( de( PCR(

recuperado( del( gel( de( agarosa.( Después( de( las( digestiones,( del( inserto( y( el(

plásmido,(se(realizó(la(reacción(de(ligación,(la(cual(fue(trasformada(en(E.(coli(y(

sembrada( en(medio( sólido.( Las( colonias( que( aparecieron( en(medio( sólido( se(

crecieron(en(medio(LB( líquido(para( la( posterior( extracción(del( plásmido.(Para(

comprobar(si(esos(plásmidos(tenían(el(inserto,(se(realizó(una(digestión(con(las(

enzimas(Nde(I(y(BstX(I,(el(resultado(de(esta(digestión(se(muestra(en(la(figura(12.(

(Se( obtuvo( una( clona( positiva( que( presentaba( el( tamaño( esperado( del(

inserto((Fig.(14,(Carril(2),(esta(clona(fue(utilizada(para(la(subsecuente(clonación(

de(las(regiones(de(recombinación(homólogas.(

(
Figura* 14.( Electroforesis( de( la( digestión( del( plásmido( de( las( clonas(

transformadas(para( comprobar( la( presencia( del( inserto.(Carril( 1,(marcador( de(

peso(molecularr(Carril(2,(clona(positivar(Carriles(3k6(clonas(sin(inserto.((
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5.5.*Clonación*de*las*regiones*de*recombinación*homólogas*en*el*

plásmido*pIL2[Nat*

Las( regiones( de( recombinación( homóloga( fueron( obtenidas( de( DNA( total(

extraído( de( D.( salina( SQ.( La( clonación( de( las( regiones( de( recombinación(

homóloga(dentro(del(plásmido(pIL2kNat(se(llevó(a(cabo(utilizando(el(kit(InkFusion(

HD,( el( cual( cuenta( con( una( enzima( que( recombina( fragmentos( de( DNA(

homólogos.(Los(primers(diseñados(para(amplificar(las(regiones(de(recombinación(

homóloga(que(fueron(utilizadas(para(integrar(el(casete(de(expresión(en(el(genoma(

del(cloroplasto(de(D.(salina(contienen(una(región(idéntica(a(la(del(plásmido(pIL2k

Nat.(Las(amplificaciones(con(estos(primers(generaron(un(producto(de(1433(pb(

para(región(5’(homóloga(mientras(que(para(la(región(3’(amplificaron(un(fragmento(

de(1331(pb((Fig.15).(

(
Figura*15.(Amplificación(de(las(regiones(homólogas(5’(y(3’.(Carril(1,(marcador(de(

peso(molecularr(Carril(2,(región(homóloga(5’r(Carril(3,(región(homóloga(3’.(
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( (

El(plásmido(pIL2kNat(fue(digerido(con(las(enzimas(Hind(III(y(Pvu(II(para(

integrar(la(región(homóloga(3’,(como(resultado(de(esta(digestión(se(eliminó(un(

fragmento( de( 110( pb.( La( figura( 16( (Carril( 3)( muestra( la( doble( digestión( del(

plásmido(pIL2kNat.(La(banda(correspondiente(al(plásmido(digerido(con(las(dos(

enzimas(fue(purificada(para(ligar(la(región(3‘homóloga.(

(

Figura* 16.( Digestión( del( plásmido( pIL2kNat( para( recombinar( la( región( 3’(

homóloga.((Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(Carril(2,(digestión(con(Pvu(IIr(

Carril(3,(digestión(con(Pvu( II(y(Hind( IIIr(Carril(4,(digestión(con(Pvu( I(y(Hind( IIIr(

Carril(5,(digestión(con(Hind(IIIr(Carril(6,(plásmido(sin(digerir.(

(

La(reacción(de(recombinación(de(la(región(3’(homóloga(dentro(del(plásmido(

pIL2kNat(fue(realizada(conforme(las(especificaciones(del(kit( InkFusion(HD(y(se(

obtuvieron(clonas(transformantes.(Se(seleccionaron(5(clonas(transformadas(y(se(
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purificó( el( plásmido,( y( se( corroboró( la( presencia( de( la( región( 3’( homóloga(

mediante(su(digestión(con(la(enzima(BstX(I.(Las(clonas(positivas(presentaron(dos(

fragmentos(en(el(gel(de(agarosa((Fig.(17)r(el(plásmido(pIL2kNat(presenta(un(sitio(

de(reconocimiento(para(esta(enzima(y(la(región(3’(homóloga(contiene(otro(sitio.(

Los(tamaños(de(los(fragmentos(fueron(de(1821(pb(y(4762(pb,(como(se(observa(

en(los(Carriles(4k8(en(la(figura(17.(El(control(fue(el(plásmido(pIL2kNat,(como(se(

observa(en(el(Carril(3(de( la( figura(17r(al(no(existir( inserto(el(plásmido(solo(se(

lineariza.(La(clona(4(fue(elegida(para(continuar(con(la(recombinación(de(la(región(

5’(homóloga.(Este(plásmido(fue(nombrado(pIN3’.(

(
Figura*17.(Digestión(con(la(enzima(BstX(I(para(comprobar(la(recombinación(de(

la(región(3’(homóloga.(Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(Carril(2,(plásmido(

controlr( Carril( 3,( digestión( del( plásmido( controlr( Carriles( 4k8,( digestión( del(

plásmido(de(las(transformantes(positivas.(

(

La(región(de(recombinación(homóloga(5’(amplificada(contiene(secuencias(

homólogas(a(las(de(vector(pIN3’(para(recombinarla(en(el(extremo(5’,(donde(se(
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encuentra(el(promotor(y(UTR(5’(del(gen(il/2.(El(plásmido(pIN3’(fue(digerido(con(la(

enzima(Nde( I( y( la( reacción( fue( precipitada( sin( pasar( por( el( gel( de( agarosa.(

Después( de( amplificar( por( PCR( la( región( homóloga( 5’( (Fig.( 15,( Carril( 2)( y(

purificarla,(se(llevó(a(cabo(la(reacción(de(recombinación(con(el(kit(InkFusion(HD.(

Para(comprobar(la(presencia(de(la(región(homóloga(5’(homóloga(en(los(plásmidos(

de( las( clonas( transformadas,( se( realizó(una(digestión( con( la(enzima(Nru( I.(El(

plásmido(pIN3’(tiene(solo(un(sitio(de(reconocimiento(para(esta(enzima(por(lo(cual(

solamente(se(lineariza(después(de(la(digestión((Fig.(18,(Carril(3)(mientras(que(los(

plásmidos( que( contienen( la( región( 5’( homóloga( presentan( dos( sitios( de(

restricción,(liberando(2(fragmentos(uno(de(2775(pb(y(otro(de(5247(pb(como(se(

puede(observar(en(los(Carriles(4(y(5(de(la(figura(18.(

El(plásmido(de(la(clona(2(fue(enviado(a(secuenciar.(Con(esto(se(comprobó(

que(el(casete(de(expresión(que(contiene(el(gen(il/2(y(el(gen(nat/1(unidos(con(las(

regiones( del( promotor( y( los(UTR’s( del( gen(atpA(de(D.( salina,( además(de( las(

regiones( de( recombinación( homóloga( (Fig.( 19).( El( plásmido( resultante( fue(

nombrado(pDsCh((Fig.(20).((

(



50"
"

"

(
Figura*18.(Digestión(con(la(enzima(Nru(I(para(comprobar(la(recombinación(de(la(

región( 5’( homóloga.( Carril( 1,(marcador( de( peso(molecularr( Carril( 2,( plásmido(

controlr( Carril( 3,( digestión( del( plásmido( controlr( Carriles( 4k6,( digestión( del(

plásmido(de(las(transformantes.(

(
Figura*19.(Casete(de(expresión(del(plásmido(pDsCh.((

(
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(

Figura*20.(Mapa(del(plásmido(pDsCh.(

 
 

5.6.*Clonación*de*la*región*5’*homóloga*en*el*plásmido*pEGFP*

Después(de(haber(sintetizado(el(casete(que(incluía(los(genes(egfp,(nat/1(

y( los( nuevos( promotores( y( terminadores,( se( clonaron( las( secuencias( de(

recombinación(homóloga.(La(unión(se(llevó(a(cabo(con(el(kit(de(recombinación(

InkFusion( (Clontech).( Para( comprobar( la( correcta( integración( de( la( región( 5’(

homóloga( se( realizó( una( digestión( con( la( enzima( EcoR( V( de( los( plásmidos(

obtenidos(de( las(clonas(que(crecieron(en( las(cajas(de(LB(agar(después(de( la(

transformación.( De( las( 10( clonas( seleccionadas,( 7( fueron( positivas.( Los(
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plásmidos(de(las(clonas(positivas(liberaron(un(fragmento(de(1034(pb(después(de(

ser( digeridas( con(dicha(enzima( (Fig.( 21).(El( plásmido(obtenido( fue( nombrado(

pGFP5.((

(

5.7.*Clonación*de*la*región*3’*homóloga*en*el*vector*pGFP5*

Una(vez(clonada(la(región(5’(homóloga(se(procedió(a(clonar(la(región(3’(

homóloga.( (Se(eligió(una(de( las(clonas(positivas(y(en(ese(plásmido(se(unió( la(

región(homóloga(3’.(La(estrategia(de(integración(fue(la(misma(que(en(la(región(

homóloga(5’.(Después(de(la(transformación(se(tomaron(5(clonas(y(los(plásmidos(

de(estas(clonas(fueron(digeridos(con(las(enzimas(Nru(I(y(EcoR(I.(Como(control(

negativo(se(utilizó(el(plásmido(que(contenía(solo(la(región(homóloga(5’r(cuando(

éste(plásmido(fue(digerido(con(ambas(enzimas(se(produjeron(dos(fragmentos,(

uno(de(1027(pb(y(otro(de(6588,(mientras(que(los(plásmidos(positivos(presentaron(

3(fragmentos,(1027(pb,(2722pb(y(3886(pb((Fig.(22)r(esto(se(debe(a(que(la(región(

de(recombinación(homóloga(3’(contiene(un(sitio(de(reconocimiento(de(la(enzima(

EcoR(I.(

(
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*
Figura*21.(Digestión(con(la(enzima(EcoR(V(para(comprobar(la(unión(de(la(región(

5’( homóloga.( a)( Carril( 1,( marcador( de( peso(molecularr( Carril( 2,( plásmido( sin(

digerirr(Carril(3,(plásmido(sin(inserto(digeridor(Carriles(4k8,(plásmidos(digeridos(

de(las(clonas(transformadas.(b)(Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(Carriles(2k

6(plásmidos(digeridos(de(las(clonas(transformadas.(

(

La(clona(2((Fig.(22,(Carril(5)(fue(enviada(a(secuenciar(para(corroborar(que(

ambas(regiones(de(recombinación(estaban(presentes(en(el(plásmido.(El(plásmido(

fue(nombrado(pDsEGFP((Fig.(23).(
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(
(
(

Figura*22.(Digestión(con(las(enzimas(Nru(I(y(EcoR(I(para(comprobar(la(unión(de(

la(región(3’(homóloga.(Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(Carril(2,(plásmido(

control( sin( digerirr( Carril( 3,( plásmido( control( digeridor( Carriles( 4k8,( clonas(

transformadas.(

(
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(
(
Figura.* 23.( Mapa( del( plásmido( pDsEGFP.( Se( muestran( cada( uno( de( los(

elementos(que( lo(componen,(así(como(los(sitios(de(restricción(de( las(enzimas(

que(separan(cada(elemento.(

(
(

5.8.*Transformación*del*plásmido*pDsCh*

Las( clonas( que( crecieron( en( las( placas( de(medio(modificado( agar( con(

nourseotricina(fueron(sometidas(a(PCR(para(comprobar(la(presencia(del(casete(

dentro(de(D.(salina.(La(primera(amplificación(se(hizo(para(corroborar(que(el(DNA(

estuviera( en( buen( estado,( por( lo( que( se( utilizaron( los( primers( control(
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Atpa2F/Atpa2R( y( atpaF/atpaR( (Fig.( 24).( ( La( amplificación( fue( positiva( dando(

como( resultado( una( banda( de( aproximadamente( 750( pb( con( los( primers(

Atpa2F/Atpa2R( y( 482( pb( con( los( primers( atpaF/atpaR.( Para( comprobar( la(

integración(del(casete(en(D.(salina(se(amplificó(con(los(primer(NatF/NatR,(que(

amplifican(el(gen(nat( que(confiere( la( resistencia(a(nourseotricina( (Fig.(25).(La(

amplificación( fue( positiva( para( ambas( clonas( (3( y( 4)( dando( una( amplificación(

aproximada(576(pb,(pero(esta(amplificación(también(fue(positiva(para(la(clona(sin(

transformar(por(lo(que(se(asumió(que(había(contaminación(de(los(reactivos.(Se(

hicieron(varias(pruebas(para(detectar(la(fuente(de(contaminación(y(se(determinó(

que(fueron(las(micropipetas(que(estaban(contaminadas(con(DNA(plasmídico.(Una(

vez(eliminada(la(fuente(de(contaminación(se(volvió(a(realizar(la(misma(PCR((Fig.(

26)(y( las(clonas(potencialmente( transformadas(arrojaron( resultados(negativos,(

por(lo(que(se(determinó(que(la(transformación(no(fue(exitosa.(

(

 
 

Figura*24.(Amplificación(con(los(primers(Atpa2F/Atpa2R(y(atpaF/atpaR.(Carril(1,(

marcador( de( peso( molecularr( Carril( 2,( D.( salina( sin( transformar( primers(
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Atpa2F/Atpa2Rr(Carril(3(D.(salina(sin(transformar(primers(atpaF/atpaRr(Carril(4,(

clona( 3( trasformada( primers( Atpa2F/Atpa2Rr( Carril( 5,( clona( 3( trasformada(

primers(atpaF/atpaRr(Carril(6,(clona(4(trasformada(primers(Atpa2F/Atpa2Rr(Carril(

7,(clona(4(trasformada(primers(atpaF/atpaR.(

(

 

Figura*25.(Amplificación(con(los(primers(NatF/NatR.(Carril(1,(marcador(de(peso(

molecularr( Carriles( 2( k3,( D.( salina( sin( transformarr( Carriles( 4k5,( clona( 3(

trasformadar(Carriles(6k7,(clona(4(trasformada.(
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Figura*26.(Nueva(amplificación(con(los(primers(NatF/NatR.(Carril(1,(marcador(de(

peso(molecularr(Carriles(2,(D.(salina(sin(transformarr(Carril(3,(clona(3(trasformadar(

Carril(4,(clona(4(trasformada(y(Carril(5,(amplificación(del(plásmido(pDsCh.(

 
5.9.*Transformación*del*plásmido*pDsEGFP*

Las(clonas(transformadas(obtenidas(en(las(placas(de(medio(modificado(se(

crecieron(en(medio(líquido(hasta(alcanzar(la(fase(logarítmica((Fig.(27),(se(hizo(

extracción(DNA(para(detectar(si(el(casete(se(había(integrado(en(D.(salina(SQ.(La(

PCR(control(para(verificar(la(integridad(del(DNA(extraído(fue(exitosa,(por(lo(que(

se( procedió( a( hacer( la( amplificación( con( los( primer( InF/InR.( Como( control(

negativo(se(utilizó( la(cepa(sin( transformar(y(como(control(positivo(se(utilizó(el(

plásmido(pDsEGFP,(la(amplificación(esperada(era(de(1622(pb.(Como(se(puede(

apreciar( en( la( figura( 28,( en( el(Carril( del( control( negativo( no( aparece( ninguna(

banda( como( era( de( esperarse,( sin( embargo,( tampoco( aparece( en( las( clonas(

transformadas,(a(diferencia(del(control(positivo(donde(sí(se(observa(la(banda(de(
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1622( pb.( El( procedimiento( de( trasformación( se( repitió( varias( veces( siempre(

dando(los(mismos(resultados.((

(

.(

 

Figura*27.(Clonas(transformadas(con(el(plásmido(pDsEGFP.(

 

(

Figura* 28.( Amplificación( con( los( primers( InF/InR.(Carril( 1,(marcador( de( peso(

molecularr(Carril(2,(D.(salina(sin(transformarr(Carril(3,(plásmido(controlr(Carril(4,(

clona(1(trasformada(y(Carril(5,(clona(2(transformada.(

(
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En( este( trabajo( se( utilizaron( dos( métodos( de( trasformación( y( dos(

plásmidos(diferentes,(utilizando(el(mismo(marcador(de(selección.(En(ninguno(de(

los( casos( se( logró( obtener( clonas( de(D.( salina( que( presentaran( el( transgen(

integrado.(La(alta(presencia(de(clonas(en(el(medio(con(antibiótico(fue(un(factor(

delimitante(en(este(trabajo,(ya(que(al(crecer(colonias(en(medio(con(antibiótico(se(

asumío( que( eran( cepas( que( contenían( el( plásmido( recombinante,( ya( sea(

integrado(en(el(genoma(o(bien(como(episoma.(Una(vez(que(se(tiene(una(cepa(

resistente( con( el( plásmido( integrado,( el( siguiente( paso( es( hacer( cultivos(

subsecuentes(para(fijar(esta(característica,(lo(cual(en(el(caso(de(microalgas(lleva(

por(lo(menos(30(días(por(subcultivo.(Previamente(se(había(determinado(que(el(

antibiótico(nourseotricina(podía(ser(implementado(como(agente(de(selección(en(

D.( salina,( sin( embargo,( se( demostró( que( nuestra( cepa( es( resistente( a( este(

antibiótico.(La(falta(de(un(agente(de(selección(que(funcione(adecuadamente(es(

una(limitante(cuando(se(está(trabajando(con(ingeniería(genética,(para(solucionar(

este(problema(se(decidió(buscar( un(agente(de( selección(que( fuera(altamente(

efectivo,(que(inhiba(completamente(el(crecimiento(de(D.(salina.(

(

(

(
(
(
(
(
(

(
(
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6.* Conclusiones**

Se(logró(la(construcción(de(dos(plásmidos(para(expresión(en(cloroplasto(de(

D.(salina.(El(plásmido(pDsCh(contiene(el(gen(que(codifica(para(interleucina(2(de(

humano,( el( gen( de( resistencia( al( antibiótico( nourseotricina,( ambos( genes(

regulados( por( el( promotor( del( gen( atpA( de( D.( salina( y( las( regiones( de(

recombinación(homóloga(correspondientes(a(una(secuencia(intergénica(entre(los(

genes(psbA(y(psaAr(y(el(plásmido(pDsEGFP,(en(el(que(se(encuentra(clonado(el(

gen(que(codifica(para(la(proteína(fluorescente(EGFP(optimizado,(regulado(por(el(

promotor(y(5’(UTR(del(gen(rbcL(y(el(3’(UTR(del(gen(psbA,(y(el(gen(de(resistencia(

al(antibiótico(nourseotricina(optimizado,( regulado(por(el(promotor(y(5’(UTR(del(

gen(psbA(y(el(3’(UTR(del(gen(atpA.(

No( se( detectó( la( integración( del( casete( transfectado( en( el( genoma( del(

cloroplasto(de(la(clonas(que(crecieron(en(medio(con(nourseotricina,(por(lo(cual(

se(concluye(que(D.(salina(SQ(es(resistente(al(antibiótico(nourseotricina(y(este(no(

puede(ser(utilizado(como(agente(de(selección.((

*

*

*

*
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*

CAPÍTULO*II***************************
Norflurazon(como(agente(de(selección(en(la(microalga(D.(

salina(SQ*
*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
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1.* Introducción**

1.1.*Antibióticos*como*marcadores*de*selección*en*D.#salina**

Los( protocolos( de( transformación( requieren( el( uso( de( marcadores( de(

selección( que( permitan( discernir( las( células( transformadas( de( las( no(

transformadas.( ( La( disponibilidad( de( un( protocolo( fiable( de( selección( de(

transformantes( es( un( prerrequisito( para( la( creación( de( nuevos( sistemas( de(

expresión((Jung(y(Kim,(2016).(Los(marcadores(de(selección(más(utilizados(en(

microalgas( son( genes( que( confieren( resistencia( a( un( antibiótico( o( herbicida,(

aunque( también( están( aquellos(marcadores( que( restituyen( alguna( función( en(

células(mutantes,(por(ejemplo,(la(habilidad(de(realizar(fotosíntesis.(La(microalga(

D.(salina((es(naturalmente(resistente(a(varios(antibióticos(que(normalmente(son(

utilizados(para(la(selección(de(transformantes(en(plantas((Akbari(et(al,(2014),(por(

esta(razón(es(necesario(encontrar(un(marcador(de(selección(efectivo(que(permita(

la(selección(de(transformantes(en(D.(salina.((

Geng(y(colaboradores((2003)(demostraron(que(D.(salina(era(resistente(a(

los(antibióticos(estreptomicina,(kanamicina,(higromicina(y(G418r(mientras(que(el(

cloranfenicol(a(una(concentración(de(60(µg/ml(inhibía(su(crecimiento.(Tan(et(al(

(2005)( hicieron( pruebas( de( sensibilidad( con( los( mismos( antibióticos( más( la(

adición(de(espectinomicina(y(zeocina,(obteniendo(como(resultados(la(resistencia(

a(espectinomicina(y( la( inhibición(con(zeocina( (100(µg/ml)( y( cloranfenicol( (400(

µg/ml).( Estudios( preliminares( realizados( por( nuestro( grupo( de( trabajo,(

encontraron(que(la(cepa(D.(salina(SQ((utilizada(en(este(trabajo)(es(resistente(a(
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cloranfenicol( ya( que( a( una( concentración( de( 400( µg/ml( la( cepa( aún( continuó(

creciendo,(mientras(que(el(antibiótico(tetraciclina(no(logró(inhibir(su(crecimiento(

(datos(no(publicados).(El(antibiótico(nourseotricina(es(utilizado(como(agente(de(

selección(en(la(diatomea(Phaeodactylum(tricornutum,(inhibiendo(su(crecimiento(

a( una( concentración( de( 50( µg/ml( (Zaslavskaia( et( al,( 2000).( Inicialmente( en(

nuestro(grupo(de(trabajo(se(realizaron(pruebas(de(resistencia(con(este(antibiótico(

en(D.(salina(SQ(y(se(obtuvo(que(a(una(concentración(de(100(µg/ml( inhibía(su(

crecimiento.( Posteriormente,( el( gen( nat/1( fue( utilizado( como( marcador( de(

selección(para(la(creación(un(casete(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(

en( el( cloroplasto( de( D.( salina,( sin( embargo,( después( de( varias( rondas( de(

transformación(se(presentaban(clonas(resistentes,(pero(no(contenían(el(gen(de(

resistencia( integrado(en( su( genoma.(Se(diseñaron(nuevos(experimentos( para(

analizar(la(resistencia(de(D.(salina(SQ(al(antibiótico(nourseotricina(y(el(resultado(

obtenido(fue(que(a(una(concentración(800(µg/ml(aun(había(crecimiento,(por( lo(

que(se(determinó(que(este(antibiótico(no(es(un(agente(que(permite(la(selección(

de(transformantes.((

 

1.2.**Herbicidas*como*marcadores*de*selección*en*D.#salina*

Una(alternativa(a(los(antibióticos(es(el(uso(de(herbicidas(como(agentes(de(

selección.( La( resistencia( a( herbicidas( se( confiere( de(dos( formas:(mediante( la(

creación(de(cepas(mutantes,(en(las(cuales(se(reemplaza(un(gen(silvestre(por(uno(

mutado(o(bien(integrando(un(gen(que(confiere(resistencia.(Fosfinotricina(es(un(

herbicida(que(inhibe(a(la(enzima(glutamina(sintasa,(la(cual(cataliza(la(formación(
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de(Lkglutamina(a(partir(de(Lkglutamato(y(está( involucrada(en( la(asimilación(de(

amoniaco( (Horlein,( 1994).( ( Este( compuesto( ha( sido( usado( como( agente( de(

selección(en(transformantes(nucleares(de(D.(salina((Li(et(al,(2007r(Wang(et(al,(

2007r(Feng(et(al,(2009r(Li(et(al,(2010r(Jia(et(al,(2012r(Feng(et(al,(2014br(2014cr(

Jung(y(Kim(et(al,(2016),(el(plásmido(de(transformación(contiene(el(gen(bar(o(pat,(

que(codifican(para(la(enzima(Fosfinotricina(acetil(transferasa((PPT),(encargada(

de( la(conversión(de( la( fosfinotricina(en(Nkacetilfosfinotricina,(un(compuesto(no(

tóxico(para(las(células.(((

(

El( herbicida( norflurazon( (4kclorok5k(metilamino)k2k(α,α,αktrifluorokmktolil)k

3(2H)(piridazinona)(interfiere(con(la(síntesis(de(carotenos(inhibiendo(a(la(enzima(

fitoeno(desaturasa((PDS).(Esta(enzima(convierte(el(fitoeno(en(zetakcarotenos,(los(

cuales( eventualmente( darán( origen( a( el( resto( de( los( carotenos( (Fig.( 29).( El(

tratamiento( de( plantas( y( algas( con( norflurazon( da( como( resultado( el(

blanqueamiento( de( las( células( (Chamovitz( et( al,( 1991),( ya( que( una( de( las(

funciones( de( los( carotenos( es( proteger( a( las( células( fotosintéticas( de( la(

fotoinhibición((BenkAmotz(et(al,(1989).(
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Figura* 29.( Ruta( de( síntesis( de( carotenos( en( D.( salina.( La( enzima( fitoeno(

desaturasa(se(indica(dentro(del(recuadro.(Modificado(de(Lamers(et(al,(2008.(

(

El( herbicida( norflurazon( está( siendo( estudiado( como( un( agente( de(

selección(ya(que(la(mayoría(de(los(organismos(fotosintéticos(son(susceptibles(a(

este(herbicida.(Existen(diferentes(estudios(en(los(cuales(se(ha(demostrado(que(

mutaciones(en(el(gen(que(codifica(para(la(enzima(PDS(confieren(resistencia(al(

norflurazon.(Tal(es(el(caso(de(Chlorella(zofingiensis,(donde(el(aminoácido(leucina(

en(la(posición(516(fue(cambiado(por(fenilalanina((L516F)((Liu(et(al,(2014),(para(

Haematococcus(pluvialis(fue(en(la(posición(504((L504R)((SharonkGojman(et(al,(

2015),(mientras(que(en(C.(reinhardtii(fue(la(mutación(F131V((Suarez(et(al,(2014).(

El( Dr.( Suarez( (Facultad( de( Ciencias,( UABC)( también( está( trabajando( con( la(
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misma(mutación(en(la(enzima(PDS(en(D.(salina(CCAP(19/30,(la(cual(difiere(de(

posición,(siendo(F128V((comunicación(personal).((

El(gen(que(codifica(para(la(enzima(PDS(F128V(de(D.(salina(CCAP(19/30(

fue(donado(para(comprobar(si(este(gen(puede(ser(utilizado(como(marcador(de(

selección(en(la(creación(de(casetes(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(

el(cloroplasto(de(D.(salina(SQ.(

(

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



68"
"

"

2.* Hipótesis*

El( herbicida( norflurazon( puede( ser( utilizado( como( agente( de( selección(

mediante( la( resistencia( generada( por( el( gen( que( codifica( para( la( enzima(

PDSF128V(de(D.(salina.((

3.* Objetivo*

( Comprobar(si(el(herbicida(norflurazon(puede(ser(utilizado(como(agente(de(

selección(en(D.(salina(SQ(para(la(producción(de(proteínas(recombinantes(

3.1.*Objetivos*particulares*

•( Determinar(la(concentración(a(la(cual(el(norflurazon(inhibe(el(crecimiento(

de(D.(salina(SQ(

•( Clonar(el(gen(pdsF128V(en(el(vector(pDsEGFP(

•( Transformar(el(plásmido(en(D.(salina(

(

(

(

(

(
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4.* Metodología***

4.1.*Susceptibilidad*de*D.#salina#SQ*al*herbicida*norflurazon*

Se(creció(un(cultivo(de(D.(salina(SQ(en(medio(modificado(hasta(que(alcanzó(

fase( logarítmica( y( se( utilizó( para( inocular( una( placa( de( 96( pozos( con( una(

absorbancia(de(0.4k0.5((630(nm).(El(diseño(de(la(placa(se(muestra(en(la(figura(

30.(El(herbicida(norflurazon((Pestanal(®(Sigma)(fue(preparado(en(una(solución(

stock(a(10(mM(en(etanol(al(60%(el(cual(se(diluyó(a(una(concentración(de(10(µM(

con(agua(destilada(estéril.((

En(cada(uno(de(los(pozos(se(inoculó(un(volumen(final(de(150(µl.(Los(pozos(

A1,(A12,(B12,(H11(y(H12(se(dejaron(vacíos.(Los(pozos(A2kA11(se(inocularon(con(

medio(de(cultivor(como(controles(se(utilizó(el(cultivo(sin(norflurazon((B1kB10),(el(

cultivo(con(etanol(al(60(%para(comprobar(que(no(afectaba(el(crecimiento((B11,(

C1kC9),( la( cantidad( de( etanol( fue( la(misma( que( se( utilizó( en( las( pruebas( de(

sensibilidad.( Se( evaluaron( diferentes( concentraciones( de( norflurazon,( 0.1( µM(

(C10kD7),(0.2(µM((D8kE5),(0.5(µM((E6kF3),(1(µM((F4kG2),(2(µM((G3kG12)(y(5(µM(

(H1kH10).( La( placa( fue( incubada( en( luz( intensa( constante,( el( efecto( del(

norflurazon(en(el(crecimiento(fue(evaluado(diariamente(durante(un(periodo(de(15(

días( a( 630( nm( en( lector( de( placas( de( ELISA( (Stat( Fax( 2100,( Awareness(

Technology,(Inc)(
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Figura*30.(Diseño(de(la(placa(de(cultivo(para(comprobar(la(susceptibilidad(de(D.(

salina(al(herbicida(norflurazon.((

4.2.*Ligación*del*gen*pds*F128V*en*el*plásmido*pDsEGFP*

El(Dr.( Julio( V.( Suarez( (Facultad( de(Ciencias,(UABC)( donó( el( plásmido(

pDunaCp(en(el(cual(se(encuentra(clonado(el(gen(pdsF128V,(que(codifica(para(la(

enzima(Fitoeno(desaturasa(con(la(mutación(F128V,(la(cual(confiere(resistencia(la(

herbicida(norflurazon.((

El( gen( pdsF128V( fue( amplificado( a( partir( del( vector( pDunaCp( con( los(

primers( PdsAfekF( y( PdsDrakR.( Estos( primers( fueron( diseñados( con( 15( bases(

homólogas(al(plásmido(pDsEGFP(entre(las(regiones(Promotor/5’(UTR(psbA(y(3’(

UTR(atpA(lo(anterior(con(el(propósito(de(clonar(el(gen(pdsF128V(en(lugar(del(gen(

nat/1(con(el(kit(Infusion((Clontech).(La(reacción(de(amplificación(contenía(1X(de(

buffer( Phusion( HF( PCR( buffer,( 0.2( mM( de( dNTP’s,( 0.5( μM( de( cada( primer(

(PdsAfekF(y(PdsDrakR),(150(ng(de(plásmido(pDunaCp(y(1(U(de(Phusion(DNA(

polimerasa,(en(un(volumen(final(de(50(μl.(Las(condiciones(de(reacción(fueron(30(

s(a(98(°C,(30(ciclos(de(98(°C(10(s,(66(°C(30s(y(72(°C(48(s,(seguidos(de(un(ciclo(
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10(min(a(72( °C.(Una( fracción(de( la( reacción(de(PCR(se(evaluó(en(un(gel(de(

agarosas(al(1%(y(el( resto(del(producto(de(PCR( fue(purificado(utilizando(el( kit(

NucleoSpin(Gel(and(PCR(Cleankup((Clontech).(

El( plásmido( pDsEGFP( fue( digerido( con( las( enzimas( Dra( III( y( Afe( I(

(NewEngland,( Biolabs)( para( remover( el( gen( nat/1.( ( La( reacción( de( digestión(

contenía(1X(de(NEBuffer(4,(1.5(μg(de(plásmido,(20(U(de(Dra(III,(10(u(de(Afe(I(y(

18.3(μl(de(agua(destilada(para(obtener(un(volumen(final(de(25(μl.(La(reacción(se(

incubó(3(h(a(37(°C.(y(posteriormente(se(corrió(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%.((La(

banda( correspondiente( al( plásmido( digerido( fue( purificada( utilizando( el( kit(

GeneJET(Gel(Extraction((ThermoFisher).((

Los( productos( de( PCR( y( el( plásmido( purificado( fueron( utilizados( para(

realizar(la(reacción(de(ligación(la(cual(se(llevó(a(cabo(utilizando(el(kit(InkFusion(

HD( (Clontech)r( siguiendo( las( instrucciones( incluidas.( Posteriormente( se(

transformaron(2.5(μl(de(la(reacción(de(ligación(en(células(competentes(DH5α(y(

se( sembraron( en( placas( de( LB( agar( con( 50( μg/ml( de( carbenicilina.( Se(

seleccionaron( la(clonas(que(crecieron(en( las(placas(de(agar,(se( inocularon(en(

medio(LB(líquido(con(50(μg/ml(de(carbenicilina(y(se(purificó(el(plásmido(utilizando(

el( kit( GeneJET( Plasmid(Miniprep( (ThermoFisher),( siguiendo( las( instrucciones(

proporcionadas.((

Para(comprobar(que(se(había(clonado(el(gen(pdsF128V,(se(realizó(una(

digestión(con(la(enzima(Mfe(I,(ya(que(existe(un(sitio(de(reconocimiento(de(esta(

enzima( dentro( del( gen( pdsF128V.( Las( reacciones( de( digestión( contenían( 1X(

Buffer(CutSmart,(1(µg(de(plásmido,(10(U(Mfe( I( y(se(aforó(con(agua(destilada(
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hasta(obtener(un(volumen(de(20(µl.(Las(reacciones(se(incubaron(2(h(a(37(°C(y(

posteriormente(se(evaluaron(en(un(gel(de(agarosa(al(1(%.(Una(de( las(clonas(

positivas( se( envió( a( secuenciar( (Eton( Bioscience,( San( Diego,( CA),( para(

comprobar( la( secuencia( del( gen( pdsF128V.( Los( primer( diseñados( para( la(

secuenciación( fueron(PdsF,( PdsR,( PdsF2( y( PdsR2.( El( plásmido( obtenido( fue(

nombrado(pGFP/PDS.(

(

4.3.*Transformación*con*el*plásmido*pGFP/PDS*

La(transformación(se(realizó(con(micro(esferas(de(vidrio(de(425(–(600(µm(

de(diámetro.(El(cultivo(de(D.(salina(SQ(se(creció(hasta(alcanzar(fase(logarítmica(

y(se(centrifugaron(100(k150(ml(del(cultivo(a(5000(rpm(por(2(min,(se(retiró(el(medio(

y( el( paquete( celular( se( lavó( tres( veces( con( 25( ml( de( medio( de( cultivo(

centrifugando(a(5000(rpm(por(2(min.(El(paquete(de(células(se(resuspendió(en(

800(µl(de(medio(obteniendo(una(densidad(de(1(x(105(cel/ml(y(posteriormente(se(

le(agregó(300(mg(de(microesferas,(60(µg(del(plásmido(y(100(µl(de(PEG(20%.(La(

mezcla(se(agitó(en(vórtex(a(2400(rpm(durante(15(s(y(después(se(agitó(de(nuevo(

durante(60(s.(Después(de( la(sedimentación(de( las(microesferas,( la(mezcla(se(

incubó(por(24(h(con(poca(luz(y(posteriormente(se(sembró(en(placas(con(medio(

modificado(con(5(µM(de(norflurazon.(Las(placas(se( incubaron(con( luz( intensa(

constante(a(28(º(C(durante(30(días.(

(
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5.* Resultados*y*discusión**

5.1.*Resistencia*de*D.#salina*SQ#al*herbicida*norflurazon**

Los(resultados(obtenidos(del(crecimiento(de(D.(salina(SQ(bajo(diferentes(

concentraciones( de( norflurazon( se(muestran( en( la( figura( 31.( En( la( gráfica( se(

observa(que(el(control(con(etanol((línea(gris),(en(el(cual(se(disuelve(el(herbicida,(

no(afectó(el(crecimiento(de(D.(salina.(Mientras(que(las(concentraciones(de(0.1,(

0.2(y(0.5(µM(de(norflurazon(no(afectaron(el(crecimiento(de(la(microalga,(con(1(µM(

se( retrasó( el( crecimiento,( restableciéndose( al( cuarto( hasta( que( alcanzó( una(

densidad(similar(a(la(del(control(sin(herbicida(y(a(la(de(las(concentraciones(0.1,(

0.2(y(0.5(µM.(En(el(caso(de(la(concentración(de(2(µM(se(observó(que(a(partir(del(

séptimo(día,(el(crecimiento(de(la(microalga(empezó(a(aumentar,(cabe(mencionar(

que(esta(concentración(fue(suficiente(para(inhibir(el(crecimiento(de(la(microalga(

C.( reinhardtii( (Suarez( et( al,( 2014).( Al( utilizar( una( concentración( de( 5( µM( de(

norflurazon( se( observó( que( la(microalga( no( fue( capaz( de( crecer( e( incluso( la(

absorbancia( disminuyó( a( través( del( tiempo.( El( decremento( los( valores( de(

absorbancia(se(relaciona(con(la(inhibición(de(la(ruta(de(síntesis(de(carotenos(por(

el( herbicida( dando( como( resultado( el( fotoblanquemiento( de( las( células.( La(

microalga(D.(salina(no(es(capaz(de(utilizar( fuentes(de(carbono(orgánico(como(

alimento(por(lo(que(el(fotoblanquemiento(resulta(en(la(muerte(de(esta(microalga(

(BenkAmotz(et(al,(1989).((
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Figura*31.(Efecto(de(diferentes(concentraciones(del(herbicida(norflurazon(en(el(

crecimiento(de(D.(salina.(Como(controles(se(utilizó(el(cultivo(sin(norflurazon(y(el(

cultivo(con(etanol.((

Uno(de(los(principales(problemas(al(generar(nuevos(sistemas(de(expresión(

de(proteínas( recombinantes(es(encontrar(un(marcador(de(selección(adecuado(

para(el(organismo(que(se(está(utilizando.(Se(han(probado(diferentes(antibióticos(

en( D.( salina( y( se( sabe( que( es( naturalmente( resistente( a( estreptomicina,(

kanamicina,( higromicina( y( G418( (Akari( et( al,( 2014).( En( algunos( trabajos( han(

utilizado( cloranfenicol( como( agente( de( selecciónr( tal( es( el( caso( de( Geng( y(

colaboradores((2003)(quienes(demostraron(que(una(concentración(de(60(µg/ml(

les(permite(seleccionar(a(clonas(de(D.(salina(que(fueron(transformadas(con(un(

plásmido(que(contenía(el(gen(cat((cloranfenicol(acetil(transferasa).(Sin(embargo,(

Tan(y(colaboradores((2005)(encontraron(que( la(concentración(de(cloranfenicol(

que( inhibe( el( crecimiento( de(D.( salina( es( 400( µg/ml.( En( estudios( recientes,(

reportan(que(la(concentración(necesaria(de(cloranfenicol(para(eliminar(a(D.(salina(
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en(un(periodo(de(6(días(es(de(1500(µg/ml((Jung(y(Kim,(2016).(Previamente(a(este(

trabajo,(la(cepa(con(que(se(trabajó(en(esta(tesis(fue(sometida(a(varias(pruebas(

de( resistencia( a( antibióticos,( presentó( resistencia( a( los( antibióticos( ya(

mencionados,(pero(también(se(determinó(que(era(resistente(a(cloranfenicol(y(a(

tetraciclina((datos(no(publicados).(Adicionalmente(en(este(trabajo(se(estableció(

que(también(era(resistente(al(antibiótico(nourseotricina.(

La(discrepancia(en(resultados(sobre(la(resistencia(a(cloranfenicol(puede(deberse(

a(que(se(utilizaron(diferentes(cepas,(en(los(trabajos(de(Sun(y(Tan,(no(mencionan(

la(cepa(que(utilizan,(Jung(y(Kim(utilizaron(para(sus(ensayos( la(cepa(KMMCCk

1064(obtenida(del(Centro(de(Cultivo(de(Microalgas(Marinas(en(Corea(y(en(nuestro(

caso(utilizamos(la(cepa(SQ(aislada(en(Baja(California.(

5.2.*Ligación*del*gen*pdsF128V*en*el*plásmido*pDsEGFP*

La(amplificación(del(gen(pdsF128V(con(un(tamaño(de(alrededor(de(1780(

pb(se(presenta(en(la(figura(30.(El(resto(del(producto(de(PCR(fue(purificado(y(se(

obtuvo(750(ng(de(DNA.(La(digestión(del(plásmido(pDsEGFP(con(las(enzimas(Dra(

III(y(Afe(I,(liberó(un(fragmento(de(570(pb(correspondiente(al(tamaño(del(gen(nat/

1((Fig.(32).(

(



76"
"

"

 

Figura*32.(Amplificación(del(gen(pdsF128V(y(digestión(del(vector(pDsEGFP(con(

las( enzimas(Dra( III/Afe( I.( Carril( 1,(marcador( de( peso(molecularr( Carriles( 2k4,(

amplificación(del(gen(pdsF128Vr(Carril(5,(plásmido(pDsEGFP(sin(digerirr(Carriles(

6k8,(plásmido(pDsEGFP(digerido.(

(

Después( de( las( reacciones( de( recombinación( y( la( trasformación,( se(

purificó(el(plásmido(de(4(clonas(que(crecieron(en(las(placas(con(antibiótico.(Para(

comprobar(que(se(encontraba(clonado(el(gen(pdsF128V(se(hizo(una(digestión(

con(la(enzima(Mfe(I,(ya(que(el(plásmido(pDsEGFP(no(contiene(ningún(sitio(de(

tiene( sitio( de( restricción( interno( para( esta( enzima.( En( la( figura( 33( se( puede(

observar(el(plásmido(linearizado(debido(a(la(presencia(del(sitio(de(restricción(de(

la(enzima(Mfe(I,(lo(que(demostró(la(inserción(de(una(secuencia(que(tiene(un(sitio(

de(reconocimiento(para(esta(enzima,(probablemente(la(del(gen(pdsF128V.(
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Figura*33.(Digestión(con(la(enzima(Mfe(I.(Carril(1,(marcador(de(peso(molecularr(

Carril(2,(plásmido(clona(1(sin(digerirr(Carril(3,(plásmido(clona(1(digeridor(Carril(4,(

plásmido(clona(2(sin(digerirr(Carril(5,(plásmido(clona(2(digerido.(

(

 
Para(corroborar(que(la(secuencia(clonada(era(del(gen(pdsF128V,(se(envió(

a(secuenciar(el(plásmido(de(la(clona(1.(La(secuencia(enviada(corresponde(a(la(al(

gen(pdsF128V,(en(la(figura(34(se(muestra(la(secuencia(de(los(582(aminoácidos(

de( la( proteína( PDSF128V( y( la( mutación( F128V( se( encuentra( subrayada,( la(

secuencia(nativa(de(la(enzima(PDS(nativa(de(D.(salina(se(encuentra(registrada(

en( la( base( de( datos(NCBI( con( el( número( de( acceso(ABB51091.( El( plásmido(

resultante(fue(nombrado(pGFP/PDS(y(tiene(un(tamaño(de(8797(pb((Fig.(35).(

(

(
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MQVMQGRAHTQAAYSRQPAQQRTQRRVGRTTRLQVYARDFPAPQFDGTETYQEAVAL
STKLQNAPRPVKPQRVVIAGAGLAGLSAAKYLSDAGHIPVVLEARDVLGGKVAAWKD
EDGDWYETGLHIFVGAYPNMQRLFKELNISDRLQWKSHSMIFAMQDKPGEFSRFEFP
DIPAPWNGVIVILRNNEMLSWPEKIQFAIGLLPAIIFGQKYVEEQDELTVTQWMQKQ
GVPSRVNHEVFIAMAKALNFINPDELSMTVVLTALNRFLQERHGSKMAFLDGAPPER
LCQPMVDHFTSKGGELRMNARIKQIVLNEDNSVKHFELLNGEIVEGDVYMSAMPVDI
MKKLMPQPWKGMPFFQKLNGLEGVPVINIHIWFDRKLSTVDHLLFSRSDLLSVYADM
STTCKEYTDDKANMLELVFAPAAEWIGRPDEEIVDATMKELEKLFPNEIKADQSLAK
IRKSKVIKTPLSVCKSTAGREKYRPSQKTPISNFYLAGDYTKQKYLASMEGAVFSGK
LACEQVVEDASTRTGSQSAASSQPALAAASAAVLLAMGAVLAGNASAQVLTEAIWGS
EVLTEAVTFPWF* 
Figura*34.((Secuencia(de(aminoácidos(de(la(enzima(Fitoeno(desaturasa(F128V(

(

(

Figura* 35.( Mapa( de( vector( pGFP/PDS.( Amarillo,( sitios( de( recombinación(

homólogar(naranja,(promotor(y(5’(UTRr(rosa,(3’(UTRr(gen(egfp,(verde(y(morado,(

fitoeno(desaturasa(con(la(mutación(F128V.(
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5.3.*Transformación*con*el*vector*pGFP/PDS*

Las(placas(con(las(células(utilizadas(para(la(transformación(permanecieron(

en(la(incubadora(por(30(días(con(luz(alta(constante(sin(presentar(crecimiento(de(

ninguna( colonia.( Algunas( cajas( permanecieron( por( 45( días( bajo( estas(

condiciones,( pero( tampoco( presentaron( ninguna( colonia.( El( proceso( de(

transformación(se(llevó(a(cabo(en(varias(ocasiones,(pero(los(resultados(fueron(

siempre(los(mismos.(Esto(se(puede(deber(a(que(el(proceso(de(transformación(no(

es(el(adecuado(para(esta(microalga,(sin(embargo,(este(método(esta(reportado(

por( Feng( (et( al,( 2009).( También( se( hicieron(modificaciones( del( protocolo,( se(

aumentó( la( velocidad( del( vórtex( y( se( probaron( diferentes( concentraciones( de(

PEG,(pero(el(resultado(fue(el(mismo.((

(

En( los(capítulos( I(y( II(se(utilizaron(dos(métodos(de( trasformación(y( tres(

plásmidos(diferentes(sin(embargo(en(ninguno(caso(se(logró(obtener(clonas(de(D.(

salina(SQ(que(presentaran(el(transgen(integrado.(Al(no(haber(presencia(de(clonas(

transformantes,( surgen( varias( preguntas( sobre( a( qué( se( debe( este( resultado,(

analizando( los( métodos( de( transformación,( sabemos( que( el( método( de(

biobalística( es(ampliamente(utilizado(para( la( ingeniería( de( cloroplastos,( en(C.(

reinhardtii(es(el(método(preferido(de(transformación(de(cloroplasto(mientras(que(

en( D.( salina( ha( sido( utilizado( exitosamente( para( generar( transformantes(

nucleares((Tan(et(al,(2005).(El(método(de(transformación(mediante(esferas(de(

vidrio( también( ha( sido( previamente( utilizado( en( D.( salina( para( generar(
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transformantes(nucleares((Feng(et(al,(2009)(y(es(una(alternativa(económica(para(

la(trasformación(de(cloroplastos(de(microalgas,(como(se(ha(comprobado(en(C.(

reinhardtii((Economou(et(al,(2014).(Ambos(métodos(han(generado(transformantes(

nucleares(de(D.(salina(y(en(C.(reinhardtii(producen(transformantes(de(cloroplastor(

una(manera(de(determinar(si(en(nuestra(cepa(está( funcionando(el(método(de(

transformación(es(buscar(la(presencia(del(plásmido(recombinante(después(de(24(

h(de(trasformación(en(vez(de(hacer(estos(análisis(después(de(varios(pases(en(

medio( de( cultivo( con( antibiótico.( ( Adicionalmente( a( estos( dos( métodos,( la(

electroporación(también(ha(sido(utilizada(en(D.(salina((Geng(et(al,(2003r(Sun(et(

al,( 2005)( para( trasformaciones( en( núcleo,( aunque( los( rendimientos( has( sido(

menores( que( los( utilizados( en( otras( áreas( por( lo( que( los( aseguran( que( se(

necesita( estandarizar( este( protocolo.( La( electroporación( no( es( utilizado(

comúnmente(para(la(trasformación(de(cloroplasto(de(microalgas,(pero(existen(

reportes(en(donde(ha(sido(un(protocolo(exitoso((Xie(et(al,(2014),(por(lo(que(no(

se(descarta(que(este(método(pueda(ser(utilizado(en(D.(salina(SQ.(

(

( Si( se( asume( que( el( método( de( transformación( permite( la( entrada( del(

plásmido(recombinante,(el(siguiente(paso(sería(determinar(la(razón(por(la(cual(no(

se( está( llevando( a( cabo( la( recombinación( homóloga.( En( la( diatomea( P.(

tricornutum(se(creó(un(sistema(de(transformación(eficiente,(el(éxito(se(atribuye(

a(las(regiones(de(recombinación(seleccionadas,(el(transgen(está(dirigido(para(

recombinarse( en( la( región( intergénica( transcripcionalmente( activa( entre( los(

genes( trnI/trnA,(ubicados(en(las(regiones(repetitivas(invertidas,(por(lo(cual(se(
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integra(en(dos(regiones(del(genoma((Xie(et(al,(2014).(La(combinación(entre(una(

zona( de( recombinación( intergénica( transcripcionalmente( activa( y( la( doble(

integración(podría(ser(una(solución(para(promover(la(recombinación(homóloga(

en( D.( salina( SQ,( ya( que( las( regiones( utilizadas( en( este( trabajo( carecen( de(

regiones(codificantes(y(están(alejadas(de(los(genes(que(las(flanquean.(El(uso(

de( regiones( transcripcionalmente( activas( ofrece( ciertas( ventajas,( porque(

permiten(la(creación(de(transgenes(que(carezcan(de(las(regiones(5’(o(3’(UTR(o(

incluso(de(promotores,(por(lo(que(se(podría(crear(un(sistema(que(funcione(como(

un(policistrón,(de(tal(manera(que(además(de(servir(de(región(de(recombinación(

también(podamos(utilizar(el(promotor/UTR(de(este(gen(para(que(se(lleve(a(cabo(

la(transcripción(del(gen(recombinante.(

Las(condiciones(de(crecimiento(correctas(después(de(la(transformación(son(

un(factor(importante(a(la(hora(de(obtener(clonas(en(organismos(donde(se(están(

estableciendo(nuevos(sistemas(de(expresión(es(necesario(estandarizar(estas(

condiciones.( En( D.( tertiolecta( se( dificultó( el( crecimiento( de( las( células(

transformadas,( no( hubo( crecimiento( con( los( parámetros( previos( a( la(

transformación(sino(hasta(que(fueron(modificadas((Georgianna(et(al,(2013).(En(

el( presente( trabajo,( las( condiciones( de( cultivo( después( de( la( transformación(

fueron(diferentes(a( las(previas,(se(utilizó( luz(excesiva(para(generar(presión(y(

que(solo(las(células(resistentes(a(norflurazon(pudieran(sobrevivir,(en(el(trabajo(

de(Georgianna(y(colaboradores(utilizaron(cámaras(de(CO2(con(humidificador(

para(poder(obtener(clonas(transformadas,(modificaciones(como(estas(y(medios(



82"
"

"

suplementados(con(vitaminas(pudieran(favorecer(el(crecimiento(de(las(clonas(

de(D.(salina(SQ.(

(

( Otro(factor( importante(fue(el(agente(de(selección,(previamente(se(había(

determinado( que( el( antibiótico( nourseotricina( podía( ser( implementado( como(

agente(de(selección(en(D.(salina,(sin(embargo,(se(demostró(que(nuestra(cepa(es(

resistente(a(este(antibiótico.(Esto(se(puedo(observar(debido(a(la(gran(presencia(

de( clonas( que( crecían( en(medio( con( antibiótico,( que( en( realidad( eran( falsos(

positivos.((La(falta(de(un(agente(de(selección(que(funcione(adecuadamente(es(

una(limitante(cuando(se(está(trabajando(con(ingeniería(genética,(para(solucionar(

este(problema(se(decidió(buscar( un(agente(de( selección(que( fuera(altamente(

efectivo,( que( inhiba( completamente( el( crecimiento( de( D.( salina( SQ.( En( las(

pruebas(realizadas(en(este(capítulo,(se(demostró(que(el(norflurazon(puede(ser(

utilizado(como(agente(de(selección,(ya(que(a(una(concentración(de(5(µM,(inhibe(

completamente(el(crecimiento(de(esta(microalga.((

(

A( pesar( de( que( D.( salina( es( un( buen( candidato( para( la( expresión( de(

proteínas( recombinantes,( aun( se( carece( de( información( suficiente( para(

desarrollar(este(sistema.(Como(se(ha(mencionado(anteriormente,(el(conocer(el(

genoma(de(la(especie(que(se(desea(modificar(es(fundamental(para(realizar(los(

casetes(de(expresión(con(promotores(y(secuencias(reguladoras(endógenas,(el(

plastoma(de(D.(salina(CCAP(19/18(se(encuentra(secuenciado(y(en(base(a(esto(

se( diseñaron( los( diferentes( plásmidos.( En( trabajos( previos( donde( se( intentó(
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crear(un(casete(para(expresar(la(hemaglutinina(del(virus(de(la(influenza(A(H1N1)(

en( la( cepa( SQ( (MendozakDamián,( 2012),( como( región( de( recombinación( se(

intentó(utilizar(una(secuencia(que(incluía(el(gen(psbA(modificado(para(resistir(al(

herbicida(basta,(sin(embargo,(cuando(se(hicieron(las(amplificaciones(para(aislar(

esta( secuencia( de( la( cepa( SQ,( los( tamaños( de( las( amplificaciones( fueron(

distintos(al(esperado,(una(vez(secuenciados(se(evidenció(que(la(estructura(de(

este(gen(es(diferente(en(la(cepa(SQ,(ya(que(no(se(presentaba(un(intrón(como(

estaba(reportado(en(el(genoma(de(CCAP(19/18.(El(genoma(nuclear(de(D.(salina(

aún(no(está(secuenciado(a(pesar(que(el(departamento(de(energía(de(Estados(

Unidos( está( trabajando( en( el( desde( el( año( 2006(

(genome.jgi.doe.gov/DunsalCCAP1918/(DunsalCCAP1918.info.html)(y(solo(se(

cuenta(con(el(genoma(del(cloroplasto(de(la(cepa(CCAP(19/18,(por(lo(cual(no(se(

puede(determinar(si(la(variación(genética(que(presenta(el(gen(psbA(se(extiende(

en( todo( el( genoma( y( si( estas( diferencias( podrían( afectar( la( selección( de(

promotores(y(UTR’s.(

(

(

(

(

(

(
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6.* Conclusiones*

Se(determinó(que(una(concentración(5(µM(es(suficiente(para(evitar(el(crecimiento(

de(D.(salina(SQ,(por( lo(cual,(el(herbicida(norflurazon(puede(ser(utilizado(como(

agente(de(selección(en(D.(salina(SQ.(

El(gen(que(codifica(para(la(enzima(fitoeno(desaturasa(F128V(de(D.(salina(CCAP(

19/30(fue(clonado(en(el(plásmido(pDsEGFP(reemplazando(al(gen(nat/1.(El(nuevo(

plásmido( pGFP/PDS( fue( utilizado( para( transformar( D.( salina( SQ,( sin( poder(

detectar(transformantes(debido(a(ausencia(de(clonas.((

(

(
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1.* Introducción**

1.1.*Estructura*de*los*genomas*de*cloroplasto*

Los(cloroplastos(son(orgánulos(capaces(de(llevar(a(cabo(la(fotosíntesis(en(

plantas( y( algas,( proceso(mediante( el( cual( los( organismos( obtienen( energía( y(

carbono( para( llevar( a( cabo( la( síntesis( de( almidón,( aminoácidos,( pigmentos( y(

ácidos(grasos.(Los(cloroplastos(se(originaron(por(endosimbiosis(alrededor(de(1.5(

mil(millones(de(años,(evolucionando(de(bacterias(fotosintéticas(que(vivieron(en(

los(ancestros(del(linaje(de(algas(y(plantas((Adem(et(al,(2017).(Debido(a(su(origen,(

los( cloroplastos( poseen( su( propio( genoma.( El( genoma( de( los( cloroplastos(

modernos( contiene( alrededor( de( 55( –( 130( genes,( los( cuales( codifican(

principalmente(para(la(maquinaria(de(expresión(y(el(aparato(fotosintético.(El(resto(

de( las( proteínas( que( necesita( el( cloroplasto( se( encuentran( codificadas( en( el(

genoma( nuclear( y( son( importadas( postktraduccionalmente( (Jensen( y( Leister(

2014).(

La( mayoría( de( los( genomas( de( cloroplastos( tienen( una( organización(

conservada,(presentan(una(estructura(circular(dividida(en(cuatro(regionesr(una(

región(grande(única((Large(Single(Copy,(LSC)(y(una(región(pequeña(única((Small(

Single(Copy,(SSC),(las(cuales(se(dividen(por(dos(regiones(repetidas((Sablok(et(

al,(2016).(Los(tamaños(de(estas(regiones(varían(dependiendo(de(la(especie.((

Para(entender(el(funcionamiento(del(cloroplasto,(su(contenido(genético(y(

los(mecanismos(involucrados(en(la(expresión(génica,(se(empezaron(a(secuenciar(

los(genomas(completos(de(estos(orgánulos(de(diferentes(organismos.(El(primer(
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genoma( de( cloroplasto( secuenciado( fue( el( de( la( planta( de( tabaco( (Nicotiana(

tabacum)((Shinozaki(et(al,(1986)(y(en(la(actualidad(se(encuentran(alrededor(1520(

plastomas( reportados( en( GenBank(

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/?report=5)r( de( los( cuales( 92(

corresponden(a((algas(verdes.(El(avance(en(las(técnicas(de(secuenciación((Nextk

Generation(Sequencingr(NGS)(ha(permitido(un(gran(avance(en(el(campo(de(la(

genética(de(cloroplastos.((

(

1.2.*Aplicaciones*de*los*genomas*de*cloroplasto*

La( información( obtenida( de( la( secuenciación( de( los( genomas( de(

cloroplasto(es(utilizada(en(diferentes(áreas(de(estudio.(Un(área( importante(ha(

sido( la( evolución,( en( la( cual( esta( información( se( utiliza( para( realizar( estudios(

filogenéticos,( identificación(molecular(y(diversidad(genética(en(plantas(y(algas(

(Lemieux(et(al,(2016r(Fučíková(et(al,(2016r(Ng(et(al,(2017r(Zhang(et(al,(2016r(Choi(

y(Park(2015).(Otro(campo(importante(es(la(ingeniería(genética,(el(conocimiento(

de(los(genomas(completos(de(los(cloroplastos(facilita(el(avance(de(esta(área(de(

estudio.((Gan(et(al,(2016).((

La( producción( de( proteínas( recombinantes( en( los( cloroplastos( de(microalgas(

depende(directamente(de(la(disponibilidad(de(la(secuencia(del(genoma,(ya(que(

la(integración(de(casetes(de(expresión(se(da(mediante(recombinación(homóloga(

(Daniell( et( al,( 2016)( (Fig.( 36).( La( integración( se( diseña( para( que( ocurra( en(

regiones( intergénicas( evitando( la( disrupción( de( genes.(Otro( punto( importante(
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para(llevar(a(cabo(la(expresión(de(genes(foráneos(en(el(cloroplasto(es(necesario(

utilizar(regiones(reguladoras(y(promotores(nativos(de(cada(microalga.(Por(estas(

razones(es(esencial(conocer(el(genoma(del(cloroplasto,(ya(que(esto(nos(provee(

la( información( de( las( regiones( reguladoras,( promotores( y( los( sitios( de(

recombinación.((

(

(

(

Figura* 36.( Representación( esquemática( de( la( integración( de( transgenes( en(

cloroplasto(mediante(recombinación(homóloga((Tomado(de(Jin(y(Daniell(2015).((

(

(

1.3.*Genoma*del*cloroplasto*de*otras*cepas*de#D.#salina*

El(primer(genoma(secuenciado(del(cloroplasto(de(la(microalga(D.(salina(

fue(reportado(por(Smith(et(al,(en(el(2010.(La(cepa(secuenciada(en(este(trabajo(

fue(CCAP(19/18(aislada(de( la( laguna(hipersalina(Hutt(que(se(encuentra(en(el(

oeste(de(Australia.(El(genoma(presentó(un(tamaño(de(269(kb(con(una(estructura(

cuadripartita,(compuesto(de(dos(regiones(grandes(invertidas(y(las(regiones(LSC(

(Large(Single(Copy)(y(SSC((Small(Single(Copy).(La(secuencia(del(genoma(de(
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esta( cepa( se( encuentra( depositada( en( GenBank( con( el( número( de( acceso(

GQ250046((Fig.(37).(Este(genoma(está(compuesto(por(102(genes(de(los(cuales(

5(se(encuentran(repetidos,(ignorando(las(repeticiones(en(total(son(66(genes(que(

codifican(para(proteínas,(3(genes(para(RNA(ribosomal(y(28(genes(para(tRNA’s.(

Este(trabajo(demostró(que(el(tamaño(tan(grande(del(genoma(del(cloroplasto(se(

debía(a(la(presencia(de(grandes(regiones(de(DNA(no(codificante,(más(que(a(un(

gran(número(de(genes.(Los(autores(de(este(trabajo(remarcan(la(importancia(de(

conocer(la(secuencia(del(genoma(de(D.(salina(ya(que(esto(permite(modificarla(

genéticamente(para(la(producción(de(proteínas(recombinantes.((

Posteriormente,( en( el( 2015( se( publicó( la( secuencia( del( genoma( de( la(

mitocondria(de(D.(salina(CONCk001((Del(Vasto(et(al,(2015),(esta(cepa(fue(aislada(

de(la(laguna(hipersalina(La(Rinconada(ubicada(en(el(desierto(de(Atacama(al(norte(

de(Chile.(

(
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(

Figura* 37.(Mapa( del( genoma( de(Dunaliella( salina( CCAP( 19/18.( El(mapa( fue(

creado(con(el(software(OrganellarGenomeDRAW. (

(
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En(este(trabajo(utilizaron(los(datos(obtenidos(de(esta(secuenciación(para(

tratar( de( ensamblar( el( genoma( del( cloroplasto( de( esta( cepa.( Los( contigs(

obtenidos(tienen(un(alto(contenido(de(AT,(con(genes(que(presentaron(intrones(y(

un(alto(contenido(de(regiones(repetitivas(ubicadas(en(regiones(no(codificantes.(

Debido(a(estas(regiones(repetitivas(les(fue(difícil(ensamblar(el(genoma(completo,(

por(lo(que(solo(pudieron(obtener(contigs(de(0.5(–(8.9(kb,(pero(con(estos(datos(

estiman(que(el(tamaño(del(genoma(del(cloroplasto(de(D.(salina(CONCk001(es(de(

370( kb( aproximadamente,( pudiendo( incluso( tener( un( mayor( tamaño.( Ellos(

consideran( que( sus( datos( corresponden( con( los( del( genoma( previamente(

secuenciado,(siendo(uno(de(los(más(grandes(reportado(y(que(contiene(una(gran(

cantidad(de(regiones(repetitivas(en(regiones(no(codificantes.(Como(no(lograron(

ensamblar( el( genoma( completo,( solo( muestran( una( lista( de( los( genes( que(

lograron(identificar((Fig.(38).(

La(secuencia(del(genoma(de(D.(salina(CCAP(19/18(y(la(secuencia(parcial(

del( genoma( de(D.( salina( CONCk001,( demuestran( que( los( plastomas( de( esta(

especie(de(microalga(contienen(un(gran(número(de(regiones(repetitivas,(lo(que(

dificulta(su(análisis.(Las(diferencias(en(las(regiones(intergénicas(impiden(que(el(

genoma( se( pueda( ensamblar( utilizando( como( referencia( el( previamente(

reportado.(Estas(diferencias(pueden(afectar(si( tratamos(de(utilizar( regiones(no(

codificantes,( como( promotores( y( sitios( de( recombinación( intergénicos( de( una(

cepa(de(D.(salina(para(crear(casetes(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(

en(otra(cepa(de(esta(microalga.(Por(esta(razón(se(decidió(secuenciar(el(genoma(

de(D.(salina(SQ,(para(generar(información(que(permita(crear(una(plataforma(de(



92"
"

"

expresión( de( proteínas( recombinantes( para( esta( cepa( en( particular.( En( esta(

sección(se(presenta(estructura(del(genoma(de(D.(salina(SQ(y(se(compara(con(el(

genoma(previamente(reportado(de(la(cepa(D.(salina(CCAP(19/18(y(las(posibles(

implicaciones( en( el( diseño( de( casetes( para( la( expresión( de( proteínas(

recombinantes.((

(

"

"

Figura* 38.( Lista( de( los( genes( de( cloroplasto( encontrados( en( los( contigs(

generados(en(la(secuenciación(del(genoma(de(la(cepa(D.(salina(CONCk001.(

(
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2.* Hipótesis**

La(secuencia(del(genoma(cloroplasto(de(D.(salina(SQ(aislada(de(las(lagunas(

hipersalinas(de(San(Quintín,(Baja(California,(México(es(diferente(a(la(secuencia(

del( genoma( de(D.( salina( CCAP( 19/18( aislada( de( la( laguna( hipersalina( Hutt,(

Australia.((

(

3.* Objetivo*

Anotación(y(análisis(del(genoma(de(D.(salina(SQ(

3.1.*Objetivos*particulares**

!( Anotación(de(genoma(del(cloroplasto(de(D.(salina(SQ.(

!( Comparación(del(genoma(del(cloroplasto(de(la(cepa(D.(salina(SQ((México)(

con(el(genoma(reportado(de(la(cepa(D.(salina(CCAP(19/18((Australia).(

!( Comparación(de( las( regiones(promotor,(5’UTR(y(3(de( los(genes( rbcL( y(

psbA(y(la(región(3’(UTR(de(los(genes(atpA(y(psbA((

(

(

(

(

(

(

(
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4.* Metodología**

4.1.*Recolección*del*espécimen*

La(cepa(de(D.(salina(fue(obtenida(de(las(lagunas(hipersalinas(en(la(costa(

de( San( Quintín,( Ensenada,( Baja( California,( Méxicor( específicamente( en( las(

coordenadas(30°(32’(13.91”(N,(116°(2’(1.22”(O.(La(muestra(fue(transportada(al(

laboratorio(Meredith(Gould,( Facultad( de( Ciencias,( UABC( y( posteriormente( se(

aisló(una(sola(célula(utilizando(un(microscopio(modificado(para(microinyección.((

4.2.*Extracción*de*DNA*de*cloroplastos#

La(microalga(D.(salina(se(creció(en(medio(modificado(suplementado(con(

250( mM( de( NaCl( en( iluminación( constante( a( una( temperatura( ambiente.( Se(

inoculó(un(cultivo(de(500(ml,(el(cual(fue(incubado(en(oscuridad(total(48(h(antes(

de(alanzar(la(fase(logarítmica.(Posteriormente(se(centrifugó(para(recuperar(las(

células( a( 3000( rpm( durante( 30( min.( El( medio( fue( removido( y( las( células( se(

homogenizaron(durante(5(minutos(en(30(ml(de(buffer(de(aislamiento(frío((1.25(M(

NaCl,( 50( mM( TriskHCl( (pH( 8.0),( 5( mM( EDTA,( 0.1%( BSA( (w/v),( 0.1%( βk

mercaptoethanol((v/v)).(El(homogeneizado(se(filtró(utilizando(una(doble(capa(de(

la(membrana(Miracloth( (Merck)( y( el( filtrado( fue( colectado( en( tubos( de( 50(ml,(

posteriormente,(se(centrifugó(10(minutos(a(3000(rpm(y(se(resuspendió(el(pellet(

de(cloroplastos(en(10(ml(de(buffer(de(aislamiento(frío.(Se(centrifugó(nuevamente(

durante(10(minutos(a(3000(rpm(y(el(paquete(de(cloroplastos(se(resuspendió(en(

10(ml(de(H2O(destilada(estéril((Shi(et(al,(2012).((El(DNA(de(los(cloroplastos(se(



95"
"

"

purificó( con( el( kit( AxyPrep( Multisource( Genomic( DNA( miniprep( (Axygen)(

siguiendo(las(instrucciones(para(cultivos(celulares(

4.3.*Secuenciación**

El(DNA(de(cloroplasto(fue(enviado(a(secuenciar(UCSD((San(Diego,(CA,(

EU).(La(secuenciación(se(llevó(a(cabo(utilizando(la(tecnología(de(Illumina(MiSeq.(

Los(datos(de(secuenciación(fueron(descargados(del(sitio(Basespace(de(Illumina(

(https://basespace.illumina.com/apps/)( y( fueron( ensamblados( utilizando( A5(

miseq(pipeline((Coil(et(al,(2014)(y(Ray(v2.3.2((Boisvert(et(al,(2010).(
(

4.4.*Anotación*y*visualización*del*genoma**

La(anotación(del(genoma(se(llevó(a(cabo(utilizando(RNAweseal((Lang(et(

al,(2007),(MFannot( (Beck(y(Lang,(2010)(y( tRNAscankSE(1.21((Schattner(et(al,(

2005)(y(los(resultados(validados(realizando(búsquedas(de(BLAST.(Las(regiones(

repetidas( invertidas( (IR),( las( regiones( repetidas( palíndromas( y( las( regiones(

repetidas(forward(fueron(identificadas(utilizando(el(programa(REPuter((Kurtz(et(

al,( 2001)( (https://bibiserv2.cebitec.unikbielefeld.de/reputer)( siguiendo( los(

siguientes(criterios:(tamaño(≥(30(pb,(identidad(=(90%((distancia(de(Hamming(=(

3).(El(software(MAUVE(v2.4.0((Darling(et(al,(2004)(se(utilizó(para(comparar( lo(

bloques( de( genes( entre( el( genoma( de( la( cepa( reportada( y( nuestra( cepa.( La(

frecuencia( relativa( de( uso( de( codones( se( calculó( y( se( comparó( con( la( que(

presenta(la(cepa(CCAP(19/18(utilizando(el(software(ChloroMitoCU((Sablok(et(al,(

2017).El(mapa(del(genoma(del(cloroplasto(se(generó(utilizando(el(software(en(
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línea(OGDRAW((http://ogdraw.mpimpkgolm.mpg.de/cgikbin/ogdraw.pl)((Lohse(et(

al,(2007).(

Adicionalmente( se( realizó( una( comparación( entre( los( promotores(

utilizados( en( la( última( construcción( (revisar( Figura( 6),( los( cuales( fueron(

sintetizados(a(partir( de( la( secuencia(del( cloroplasto(de(D.( salina(CCAP(19/18(

depositada(en(GenBank.(El(alineamiento(se(realizó(utilizando(el(software(MEGA7(

(Kumar(et(al,(2016)(con(el(algoritmo(ClustalW.(La(estructura(secundaria(del(5’(

UTR( del( gen( psbA( se( realizó( utilizando( el( software( Mfold(

(http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNAkFoldingkForm)((Zuker(et(al,(2003).(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

*

*

*
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5.* Resultados*y*discusión**

5.1.*Organización*del*genoma*del*cloroplasto**

La( cepa( aislada( fue( cultivada( exitosamente( en( el( laboratorio( en(medio(

modificado(y(se(logró(la(separación(de(los(cloroplastos(del(resto(de(la(célula(para(

tener(en(mayor(proporción(DNA(del(cloroplasto.(El(material(genético(fue(enviado(

para(su(secuenciación,(dichos( resultados( fueron(ensamblados(obteniendo(dos(

contigs(que(posteriormente( fueron(unidos( (Tesis(de(Doctorado(de(M.C.(Dante(

Alberto(Magdaleno(Moncayo).((

El(genoma(del(cloroplasto(de(D.(salina(SQ(presentó(un(tamaño(de(243,635(

pb,(siendo(25,409(pb(más(pequeño(que(el(genoma(reportado(de(la(cepa(CCAP(

19/18( (número( de( acceso( de( GenBank( GQ250046).( El( genoma( anotado( fue(

sometido( a( la( base( de( datos( de(GenBank( y( se( obtuvo( el( número( de( acceso(

KX530454.El(genoma(presenta(una(estructura(cuádruple,(como(la(mayoría(de(los(

genomas(de(cloroplasto,(cuenta(con(la(región(LSC((Large(Single(Copy,(por(sus(

siglas(en( inglés)(cuyo( tamaño(es(de(107,815(pb,( la( región(SSC((Small(Single(

Copy,(por(sus(siglas(en(inglés)(de(101,527(pb(y(las(regiones(invertidas((IR)(de(

17,145( pb.( Las( regiones( LSC( y( SSC( tienen( un( menor( tamaño( que( la( cepa(

previamente(reportada(mientras(que(las(IR(tienen(un(tamaño(mayor((17,145(pb(

vs(14,409(pb)((Fig.(39).(El(porcentaje(de(GC(es(del(29.73%(lo(cual(está(dentro(

del(rango(de(la(mayoría(de(los(genomas(de(otras(microalgas((CCAP(19/19(GC=(

32.1(%)((Tabla(II).(
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Figura*39.(Mapa(del(genoma(de(Dunaliella(salina(SQ.(El(mapa(fue(creado(con(el(

software(OrganellarGenomeDRAW.(

(

(

*

*



99"
"

"

Tabla*II.(Características(de(los(genomas(de(cloroplasto(de(las(cepas(de(D.(salina(

Cepa* D.#salina*
CCAP*19/18* D.#salina**SQ*

No.*Acceso*
GenBank* GQ250046.1( KX530454.1(

Longitud*(pb)* 269044( 243635(
IR*(pb)* 14409( 17145(
LSC*(pb)* 127339( 107815(
SSC*(pb)* 112887( 101527(
%*GC* 32.08( 29.73(
Genes*
codificantes* 66( 66(

Genes*rRNA* 3( 3(

Genes*tRNA* 28( 29(
(

(

El(genoma(está(compuesto(por(101(genes,(de(los(cuales(10(se(encuentran(

duplicados((5(se(encuentran(en(las(regiones(invertidas)(y(uno(por(triplicado((Tabla(

III).( Dentro( de( esos( genes,( 66( codifican( para( proteínas,( 29( para( RNA( de(

transferencia((tRNA)(y(3(codifican(para(RNA(ribosomal((rRNA).(El(gen( trnM(se(

encuentra( por( triplicado( mientras( que( en( la( cepa( reportada( se( encuentra(

duplicado.(Los(tres(genes(que(codifican(para(rRNA(se(encuentran(localizados(en(

las(regiones(invertidas(además(de(los(genes(que(codifican(para(tRNA,(trnA(y(trnI.(

De( los( ocho( genes( que( contienen( intrones( (Tabla( IV),( psaA( es( transplicedr(

mientras(su(primer(exón(se(encuentra(codificado(en(la(cadena(líder,(los(cuatro(

restantes(se(encuentran(codificados(en(la(cadena(complementaria,(además(los(

primeros(dos(exones(están(posicionados(en(la(región(LSC(y(los(exones(3(–(5(en(

la(región(SSC.(A(diferencia(de(la(cepa(CCAP(19/18,(en(SQ(los(genes(atpB(y(chlL(
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no(presentan(intrones(y(en(el(caso(de(rrnS(y(rrnL(un(número(menor(de(intrones(

(Tabla(III).((

Al(comparar(las(secuencias(de(los(genomas(de(ambas(cepas(de(D.(salina(

podemos( observar( que( solamente( comparten( un( 62%( de( cobertura( y( una(

identidad( del( 96%( (Fig.( 40).( Las( diferencias( entre( las( secuencias( de( ambos(

genomas(se(dan(principalmente(en(las(regiones(no(codificantes.(

(

(

(

Figura.*40(Alineamiento(de(los(genomas(de(las(cepas(de(D.(salina(CCAP(19/18(

y(SQ.(En(rojo(se(muestran(las(regiones(que(alinean(entre(los(dos(genomas.(

(

(

(

(

(

(

(

(

(
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Tabla*III.(Genes(presentes(en(el(genoma(del(cloroplasto(de(D.(salina(SQ(

Tipo*de*genes* Genes*
Fotosistema*I* psaA*^,(psaB*,(psaC,(psaJ(

Fotosistema*II* psbA*,(psbB,(psbC*,(psbD*,(psbE,(psbF,(psbH,(psbI,(psbJ,(psbK,(psbL,(
psbM,(psbN,(psbT,(psbZ(

Biosíntesis*de*
clorofila* chlB,(chlL,(chlN(

Complejo*
Citocromo*b/f* petA,(petB,(petD,(petG,(petL(

ATP*sintasa* atpA*,(atpB,(atpE,(atpF,(atpH,(atpI(
RubisCO* rbcL(
RNA*
polimerasa* rpoA,(rpoBa,(rpoBb,(rpoC1,(rpoC2(

Proteínas*
ribosomales*
(LSU)*

rpl14,(rpl16,(rpl2,(rpl20,(rpl23,(rpl36,(rpl5(

Proteínas*
ribosomales*
(SSU)*

rps11,(rps12,(rps14,(rps18,(rps19,(rps2,(rps3,(rps4,(rps7,(rps8,(rps9(

RNA*ribosomal* rrn5(2x),(rrnL(2x),(rrnS(2x)(

RNA*
trasferencia*

trnA(2x),(trnC,(trnD,(trnE(2x),(trnF,(trnG(2x),(trnH,(trnI(2x),(trnK,(
trnL(2x),(trnM(3x),trnN,(trnP,(trnQ,(trnR(2x),(trnS(2x),(trnT,(trnV,(trnW,(
trnY(

Proteínas*de*
función*
desconocida*

ycf1,(ycf12,(ycf3,(ycf4(

Otros*genes* ccsA,(cemA,(clpP,(ftsH,(tufA,((
*(Genes(que(contienen(intrones(
^(Genes(que(contienen(intrones(transpliced(
2x(Genes(duplicados(
3x(genes(triplicados(
*

*

*

*
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Tabla*IV.(Diferencia(de(intrones(entre(las(cepas(de(D.(salina(

Cepa* Numero*de*intrones*por*gen* Total*de*
intrones*

* atpA( atpB( chlL( psaA( psaB( psbA( psbC( psbD( rrnS( rrnL( (
D.#salina*SQ* 1( 0( 0( 2( 1( 5( 2( 1( 2( 4( 17(
D.#salina*
CCAP*19/18* 1( 1( 1( 3( 1( 5( 2( 1( 4( 7( 26(

(

El(arreglo(de(los(genes(dentro(del(genoma(del(cloroplasto(de(ambas(cepas(

de(D.(salina( es(similar,( los(bloques(de(genes(mantienen(el(mismo(orden(solo(

cambia(el(orden(de(algunos(marcos(abiertos(de(lectura((ORF’s)((Fig.(41).(En(la(

figura( anterior( también( se( muestra( la( arquitectura( obtenida( con( el( software(

Mauve,(las(regiones(similares(se(encuentran(del(mismo(color(y(están(conectadas(

por( líneasr( las( regiones(que(se(encuentran(en(diferente(posición(entre(ambos(

genomas(son(las(que(corresponden(a(los(ORF’s.((

Los(límites(entre(las(regiones(LSC(–(IR(–(SSC(–(IR(son(conservados(entre(

ambas(cepas.(Los(genes(que(se(encuentras(más(próximos(a( los( límites(entre(

estas(regiones(no(cambian,( lo(único(que(varía(son( las(distancias(a( las(que(se(

encuentran(de(ellos((Fig.(42).(En(el(límite(LSC(–(IR(se(encuentran(los(genes(chlB(

y(rrnS,(en(el(límite(IR(–(SSC(están(los(genes(rrn5(y(atpH,(en(el(límite(SSC(–(IR(

están(los(genes(rpoC2(y(rrn5,(mientras(que(en(la(región(IR(–(LSC(se(encuentran(

los(genes(rrnS(y(ycf1.(
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Figura*42.(Comparación(de(la(posición(de(los(límites(de(las(regiones(LSC,(Ira,(

IRb(y(SCC(entre(las(cepas(de(D.(salina(CCAP(19/18(y(SQ.(

(

5.2.*Estructuras*repetitivas*

El(software(REPuter(localizó(2,108(pares(de(repeticiones(de(una(longitud(

de(≥(30(pb(con(una(identidad(mayor(al(90%(en(el(genoma(del(cloroplasto(de(D.(

salina( SQ,( de( las( cuales( 1,185( fueron( forward( y( 923( palindrómicas.( Se(

encontraron(1832(repeticiones(en(la(región(SSC,(1211(en(la(región(LSC(y(1173(

en(las(regiones(IR((Fig.(43).(Comparando(con(el(genoma(del(plástido(de(la(cepa(

CCAP(19/18,(el(número(de(regiones(repetitivas(dentro(del(criterio(de(búsqueda(

fueron(menores,(en(este(genoma(se(detectaron(5000(repeticiones,(sin(embargo,(

la( presencia( de( 2018( repeticiones( bajo( estos( parámetros( sigue( siendo( alto,(

resultado( consistente( con( la( mayoría( de( los( genomas( de( cloroplasto( de(

microalgas.(((

(

(
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Figura* 43.( Representación( gráfica( del( número( y( tamaño( de( las( regiones(

repetitivas(en(los(cloroplastos(de(las(cepas(de(D.(salina.(

(

(

(

(
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5.3.*Frecuencia*relativa*de*uso*de*codones*

Los( resultados( obtenidos( del( análisis( de( frecuencia( relativa( de( uso( de(

codones(demostraron(que(en( todos( los(casos(el(codón(más(utilizado(para( los(

diferentes(aminoácidos(es(el(mismo(en(ambas(cepas((Fig.(44a).(Los(porcentajes(

de(GC(en(general(y(en(la(ubicación(dentro(del(codón(fueron(similares(en(las(dos(

cepas,(los(codones(más(utilizados(son(los(que(contienen(AT,(especialmente(en(

la(tercera(posición(del(codón((Fig.(44b).(Estos(resultados(coinciden(con(el(alto(

contenido(de(AT(presentan(ambos(genomas.((

En( el( diseño( de( casetes( para( la( expresión( de( proteínas( recombinantes( es(

importante(considerar(el(alto(uso(de(los(codones(con(adeninas(y(timinas(que(tiene(

el( cloroplasto,( por( lo( cual( se( debe( realizar( la( optimización( de( codones( en( los(

genes( recombinantes.(Este(alto(contenido(de(adeninas(y( timinas(suele(ser(un(

problema( en( la( optimización( de( genes,( ya( que( generalmente( los( fragmentos(

grandes(con(alto(número(de(AT(son(difíciles(de(sintetizar(porque(las(cadenas(de(

DNA(son(menos(estables.(También(se(complica(la(amplificación(por(PCR,(ya(que(

existen(polimerasas(que(tiende(a(cambiar(las(adeninas(por(guaninas,(y(a(pesar(

de(que(este(cambio(resulte(en(una(mutación(silenciosa,(la(baja(frecuencia(del(uso(

de(codones(con(GC(en(la(tercera(posición(puede(ser(un(problema(en(la(expresión(

de( los( genes( recombinantes( por( el( déficit( que( puede( existir( de( estos( tRNA(

(Mayfield(et(al,(2003r(Heitzer(et(al,(2007r(Mayfield(et(al,(2007r(Surzycki(et(al,(2009r(

Specht((et(al,(2010r(Wu(et(al,(2011r(Qin(et(alr(2012)(

(

(
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Figura*44.((Representación(gráfica(de(la(frecuencia(de(uso(de(codones(de(ambas(

cepas(de(D.(salina.(a)(Comparación(del(uso(de(la(frecuencia(de(uso(de(codones(

entre(las(cepas(SQ(y(CCAP(19/18.(b)(Porcentaje(de(GC(total(y(porcentaje(de(GC(

en(las(tres(ubicaciones(del(codón.((

(

(
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5.4.*Comparación*de*promotores*

Una(vez(realizado(el(alineamiento(se(compararon(las(secuencias(de(las(

regiones(de(los(diferentes(promotores(y(terminadores.(En(la(figura(45(se(muestra(

la(imagen(de(alineamiento(que(corresponde(a(la(región(de(promotork5’UTR(del(

gen(rbcL,(se(observan(las(diferencias(entre(la(secuencia(de(la(cepa(CCAP(19/18(

y(la(cepa(SQr(en(color(morado(se(resalta(la(posible(secuencia(del(promotor(para(

este(gen(la(cual(no(se(la(presenta(la(cepa(SQ,(esto(no(significa(que(no(la(tenga,(

es( probablemente( se( encuentra( en( una( región( más( distal.( Estas( diferencias(

podrían(ser(un(problema(si(se(pretende(utilizar(promotores(de(otras(cepas(para(

la(expresión(de(proteínas(recombinantes.((

Al(analizar(la(secuencia(correspondiente(al(promotork5’UTR(del(gen(psbA,(

se(observa(que(también(existen(diferencias(entre(ambas(cepas,(en(este(caso(se(

detectaron(dos(regiones(que(pueden(funcionar(como(promotores,(pero(solo(una(

de( ellas( se( encuentra( en( ambas( cepas( (Fig.( 46).(Al( comparar( las( secuencias(

reguladoras(de(estas(cepas(con(otras(analizadas(por(Gimpel(y(Mayfield((2013)(

se(puede(observar(que(la(segunda(región((la(más(cercana(al(ATG)(podría(ser(la(

secuencia(del(promotor.(Siendo(así,(esta(secuencia(podría(ser(utilizada(en(ambas(

cepas( para( llevar( a( cabo( la( expresión( de( proteínas( recombinantes.(

Adicionalmente,(en(ambos(5’(UTR’s(del(psbA(se(observó(el(bucle(característico(

que(presentan(diferentes(especies(de(algas,(localizado(antes(del(posible(sito(de(

unión(al(ribosoma((Fig.(47).(

(

(
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(
Figura*45.(Alineamiento(de( la( región(del(promotork5’UTR(del(gen( rbcL(de( las(

cepas(de(D.(salina(SQ(y(CCAP(19/18.(También(se(muestra(la(región(del(plásmido.(

En(color(morado(se(muestra(la(región(del(posible(promotor(para(este(gen(y(en(

negro(están(marcados(los(nucleótidos(iguales.(((

(
(
"
"
"
"
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Figura*46.(Alineamiento(de( la(región(del(promotork5’UTR(del(gen(psbA(de( las(

cepas(de(D.(salina(SQ(y(CCAP(19/18.(También(se(muestra(la(región(del(plásmido.(

En(color(morado(se(muestra(la(región(del(posible(promotor(para(este(gen(y(en(

negro(están(marcados(los(nucleótidos(iguales.(((

(

(

(

(
(
(
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Figura* 47.( Estructura( secundaria( del( 5’( UTR( del( gen( psbA( de( las( cepas( SQ(

(izquierda)(y(CCAP(19/18((derecha).(La(flecha(indica(el(sitio(de(union(a(ribosma.((

(

También(se(analizaron( las( regiones(3’UTR(utilizadas(en( los(casetes(de(

expresión(diseñados(previamente.(Tanto(las(regiones(3’(UTR(del(gen(psbA(como(

del(atpA(mostraron(diferencias(entre(ambas(cepas,(ambas( regiones( tienen(un(

tamaño( menor( en( la( cepa( SQ( (Fig.( 48( y( Fig.( 49).( La( región( 3’( UTR( está(

involucrada( en( el( procesamiento( y( estabilidad( del( mRNA( (Rasala( y( Mayfield,(

2011)(y(en(experimentos(donde(utilizan(distintos(3’(UTR’s(para(la(expresión(de(

proteínas(recombinantes(en(el(cloroplasto(de(C.(reinhardtii(comprobaron(que(la(

acumulación( de( los( mRNA( es( independiente( del( 3’UTR( y( que( depende(

principalmente(de(la(región(promotork5’UTRr(por(lo(que(tal(vez(las(diferencias(en(
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estas( regiones( no( sean( tan( importantes( como( las( que( existen( en( la( región(

promotrork5’UTR( a( la( hora( de( la( expresión( de( proteínas( recombinantes( en(

cloroplasto.((

(

"
"
Figura*48.(Alineamiento(de( la( región(3’UTR(del(gen(psbA(de( las(cepas(de(D.(

salina(SQ(y(CCAP(19/18.(También(se(muestra(la(región(del(plásmido.(En(negro(

están(marcados(los(nucleótidos(iguales.(((

(

(
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Figura*49.(Alineamiento(de( la( región(3’UTR(del(gen(atpA(de( las(cepas(de(D.(

salina(SQ(y(CCAP(19/18.(También(se(muestra(la(región(del(plásmido.(En(negro(

están(marcados(los(nucleótidos(iguales.(((

"
(

(
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6.* Conclusiones*

Se(logró(la(anotación(del(genoma(del(cloroplasto(de(D.(salina(SQ,(contiene(101(

genes,(4(de(fotosistema(I,(15(de(fotosistema(II,(5(involucrados(en(la(síntesis(de(

clorofila,( 6( para(ATP( sintasa,( uno( de(RuBisCO,( 5( de(RNA(polimerasa,( 18( de(

proteínas(ribosomales,(6(de(RNA(ribosomal,(29(tRNA’s,(4(de(proteínas(de(función(

desconocida(y(5(de(genes(diversos.(

El( genoma( del( cloroplasto( de( la( cepa( SQ( (México)( es( diferente( en( tamaño(

(243635( pb),( regiones( no( codificantes( y( reguladoras( al( reportado( de( la( cepa(

CCAP(19/18( (Australia)( (269044).(La(cepa(SQ(presenta(un(número(menor(de(

genes(con(intrones,(8(genes(presentan(intrones(mientras(que(en(la(cepa(CCAP(

19/18(10(genes(presentan(intrones.(La(cantidad(de(intrones(en(la(cepa(SQ(es(17(

y(en(la(cepa(CCAP(19/18(es(26.(En(SQ(el(gen(trnM(esta(triplicado(mientras(que(

en( la( cepa( CCAP( 19/18( se( encuentra( por( duplicado.( Existen( pequeñas(

variaciones( en( la( arquitectura( del( genoma,( pero( la( sintenia( es( la( misma( y(

el(número(de(estructuras(repetitivas(es(menor(en(la(cepa(SQ.(

Las(regiones(5’UTR(de(los(genes(rbcL(y(psbA(son(diferentes(en(ambas(cepas(y(

solo(en(el(gen(psbA(se(pudo(detectar(la(presencia(de(una(secuencia(potencial(

para(el(promotor.(También(las(regiones(3’(UTR(de(los(genes(atpA(y(psbA(son(

diferentes( en( ambas( cepas.( La( variabilidad( encontrada( entre( los( genomas(de(

cloroplasto(de(las(cepas(de(D.(salina(dificulta(el(uso(de(regiones(reguladoras(entre(

cepas(para(la(creación(de(sistemas(de(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(

cloroplasto.(
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Conclusiones*finales*

El( objetivo( general( de( este( trabajo( consistía( en( crear( un( sistema( de(

expresión(de(proteínas(recombinantes(en(el(cloroplasto(de(D.(salina(SQ(y(como(

se(puede(apreciar(en(los(capítulos(I(y(II,(se(crearon(tres(distintos(plásmidos(para(

lograr( la(expresión(de( las(proteínas( interleucinak2,(EGFP,(nourseotricina(acetil(

transferasa(y( fitoeno(desaturasa(F128V.(Sin(embargo,(no(se(pudo(detectar(su(

integración(en(el(plastoma(de(D.(salina(SQ.(El(primer(problema(que(se(presentó(

fue( la( falta(de(un(agente(de(selección(efectivo(contra(D.(salina,( originalmente(

mediante(estudios(previos(no(publicados(se(había(determinado(que(el(antibiótico(

nourseotricina( inhibía( su( crecimiento,( sin( embargo,( después( de( una( serie( de(

transformaciones(y(la(alta(presencia(de(clonas,(se(realizó(un(nuevo(estudio(en(

donde(se(determinó(que(el(uso(de(este(antibiótico(no(era(adecuado(como(agente(

de(selección(ya(que(a(una(concentración(de(1(mg/ml(aún(existía(crecimiento(de(

esta( microalga.( El( problema( se( solucionó( al( comprobar( que( el( herbicida(

norflurazon(una(concentración(de(5(µM(inhibe(su(crecimiento((capitulo(II).(

Los(casetes(de(expresión(se(crearon(utilizando(como(referencia(el(genoma(

el(cloroplasto(de(D.(salina(depositado(en(Genbank,(el(cual(pertenece(a(la(cepa(

CCAP(19/18.(En(este(estudio(se(utilizó(la(cepa(D.(salina(SQ(aislada(en(la(región(

de(San(Quintín,(Baja(California.(Al(formular(el(objetivo(del(trabajo(se(asumió(que(

el( genoma( era( el( mismo,( sin( embargo,( después( no( poder( detectar(

transformantes,(se(decidió(analizar(el(genoma(de(la(cepa(SQ.(En(los(resultados(

obtenidos(de(este(análisis(se(puede(apreciar(que(ambos(genomas(son(diferentes(

y( que( estas( diferencias( se( encuentran( principalmente( en( regiones( no(
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codificantes.(Se(sabe(que(la(expresión(de(proteínas(recombinantes(en(cloroplasto(

depende(del(uso(de(regiones(no(traducidas(y(promotores(endógenos,(y(el(utilizar(

secuencias( no( nativas( suele( ser( un( problema( para( la( expresión( de( estas(

proteínas.((

Cualquiera(de(las(razones(anteriores(pudo(ser(lo(que(evitó(que(se(llevará(

a(cabo(la(expresión(de(las(proteínas,(adicionalmente(también(pudo(haber(sido(un(

problema(de(integración(debido(las(regiones(de(recombinación(elegidas(o(la(falta(

de( réplicas( mediante( el( método( de( biobalística.( Este( trabajo( contribuye( al(

conocimiento( de( la( creación( de( casetes( para( la( expresión( de( proteínas(

recombinantes( en( cloroplasto( de(D.( salina( SQ( y( al( estudio( de( las( diferencias(

genéticas,( como(el( número( de( intrones,( regiones( repetitivas( y( disminución( de(

homología(en( regiones(no(codificantes,(que(existen(entre( los(genomas(de( los(

orgánulos(entre(las(distintas(cepas(de(D.(salina.((

 
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
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Perspectivas*

A(partir(de(los(resultados(obtenidos(en(esta(tesis(doctoral,(se(propone(la(

creación( de( dos( nuevos( casetes( para( lograr( la( expresión( de( proteínas(

recombinantes(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(Como(se(observó(en(los(resultados(

obtenidos(de( los(capítulos( I( y( II,( la(problemática(de( la(expresión(de(proteínas(

recombinantes( en( el( cloroplasto( de(D.( salina( depende( de( varios( factores,( en(

primera(instancia(se(propone(modificar(el(sitio(de(recombinación(homóloga,(en(

lugar( de( utilizar( una( región( no( codificante( se( propone( utilizar( secuencias( que(

contengan(una( región(codificante.(Como(se(muestra(en( la( figura(50a,(en(esta(

alternativa(se(pretende(utilizar(parte(del(intrón(I(y(el(exón(II(del(gen(atpA(como(

brazo(izquierdo(de(recombinación(y(la(región(3’(UTR(del(mismo(gen(como(brazo(

derecho(de( recombinación.(El(gen(a(expresar(sería(el(pdsF128V(que(confiere(

resistencia( al( herbicida( norflurazon,( que( como( se( demostró( en( el( capítulo( II,(

funciona(como(agente(de(selección.(Este(gen(no(contará(con(un(promotor,(porque(

utilizará( el( nativo( del( gen( atpA,( la( idea( es( que( se( genere( una( especie( de(

policistrón(que(permita(la(transcripción(de(gen(pdsF128V(junto(con(este(gen.(

La(segunda(opción(que(se(propone((Fig.(50b)(es(utilizar(como(región(de(

inserción( la( región( no( codificante( entre( los( genes( trnE( y( psbH,( pero( como(

regiones( de( recombinación( homóloga( regiones( codificantes.( Como( región( de(

recombinación(homóloga(izquierda(se(propone(la(región(que(contiene(a(los(genes(

trnE(y(psbE,(y(como(región(de(recombinación(derecha(la(región(que(contiene(los(

genes(psbH,(psbN(y(psbT.((
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(

Figura*50.(Propuesta(de(nuevos(casetes(de(expresión(para(lograr(la(expresión(

de( proteínas( recombinantes( en( el( cloroplasto( de(D.( salina( SQ.( a)( Casete( de(

expresión(en(forma(de(policistrón.(b)(Casete(de(expresión(utilizando(el(promotor(

y( 5’( UTR( del( gen( psbA,( 3’UTR( del( gen( rbcL( y( regiones( de( recombinación(

homóloga(codificantes(para(los(genes(psbE,(trnE,(psbH,(psbN(y(psbT.(

( (

De( igual( manera( se( propone( utilizar( el( pdsF128V,( pero( en( esta(

construcción(estará(regulado(por(el(promotor(y(5’UTR(del(gen(psbA(de(D.(salina(

SQ(y(la(región(3’UTR(del(gen(rbcL(también(de(D.(salina(SQ.(Todas(las(regiones(

serán(basadas(en(la(secuencia(del(cloroplasto(de(D.(salina(SQ,(la(cual(se(obtuvo(

como( en( esta( tesis( (capítulo( III).( Al( utilizar( solamente( el( gen( que( confiere(

resistencia(a(norflurazon(se(disminuyen(el(número(de(variables,(y(se(simplifica(la(
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forma(de(detectar(la(presencia(de(la(integración(del(transgen(dentro(del(genoma(

del( cloroplasto,( ya( que( las( colonias( que( crezcan(en(medio( suplementado( con(

norflurazon( serán( las( que( contengan( el( transgen.( Estas( dos( construcciones(

permiten(probar(dos(estrategias(diferentes(para(lograr(la(expresión(de(proteínas(

recombinantes.(

*
*
*
*
*
*
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Anexos*

Descripción*de*plásmidos*

Tabla*V.**Descripción*de*plásmidos*

Plásmido* Descripción*
pUC57[
utr’s*

Contiene(el(promotor(y(5'UTR(del(gen(atpA(y(el(3'(UTR(del(gen(
psbA(de((D.(salina(

pNat[utr* Gen(nat/1(clonado(en(el(vector(pUC57kutr’s((
pUC57[il2* Contiene(el(gen(il/2(de(humano(optimizado(para(su(expresión(en(

cloroplasto(de(D.(salina(
pIL2[utr* Gen(ilk2(optimizado(clonado(en(el(vector(pUC57kutr’s((
pIL2[Nat* Contiene(el(gen(il/2(unido(a(el(promotor((y(los(UTR's(y((el(gen(nat/

1(que(también(contiene(el(promotor((y(los(UTR's(
pIN3’* Plásmido(pIL2kNat(con(la(región(de(recombinación(homóloga(del(

extremo(3'(clonada(
pDsCh* Plásmido(para(transformar(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(Contiene(

el( gen( il/2( con( promotor( y(UTR's,( el( gen(nat/1( con( promotor( y(
UTR's(y(las(regiones(de(recombinación(homologas.(

pEGFP* Contiene(el(gen(egfp(optimizado(para(su(expresión(en(cloroplasto(
de(D.(salina,(regulado(bajo(el(promotor(y(5'(UTR(del(gen(rbcL(y(el(
3'(UTR(del(gen(psbAr(el(gen(nat/1(optimizado(para(su(expresión(
en(cloroplasto(de(D.(salina(y(regulado(bajo(el(promotor(y(5'(UTR(
del(gen(psbA(y(el(3'(UTR(del(gen(atpA(

pGFP5* Plásmido(pEGFP(con(la(región(homóloga(5'(clonada(
pDsEGFP* Plásmido(para(transformar(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(Contiene(

el( gen(egfp( optimizado( para( su( expresión( en( cloroplasto( de(D.(
salina,(regulado(bajo(el(promotor(y(5'(UTR(del(gen(rbcL(y(el(3'(UTR(
del( gen( psbAr( el( gen( natk1( optimizado( para( su( expresión( en(
cloroplasto(de(D.(salina(y(regulado(bajo(el(promotor(y(5'(UTR(del(
gen( psbA( y( el( 3'( UTR( del( gen( atpAr( y( las( regiones( de(
recombinación(homóloga(5'(y(3'.(

pDunaCp* Plásmido(que(contiene(el(gen(pdsF128V,(que(confiere(resistencia(
al(herbicida(norflurazon((

pGFP/PDS* Plásmido(para(transformar(en(el(cloroplasto(de(D.(salina.(Contiene(
el( gen(egfp( optimizado( para( su( expresión( en( cloroplasto( de(D.(
salina,(regulado(bajo(el(promotor(y(5'(UTR(del(gen(rbcL(y(el(3'(UTR(
del( gen( psbAr( el( gen( pdsF128v( de(D.( salina( regulado( bajo( el(
promotor(y(5'(UTR(del(gen(psbA(y(el(3'(UTR(del(gen(atpAr(y(las(
regiones(de(recombinación(homóloga(5'(y(3'.(

(
(
(
(
(
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(
Primers*

(
Tabla*VI.**Lista*de*primers*

**

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

Primer* Secuencia*5'*[*3'*
Nat1[for** CATATACCATGGATGACCACTCTTGACGACAC(

Nat1[rev* GATCATCTGCAGGCCGCTCAGGCCG(

Pro[for* GCATATAGGCCTGGTACCAATATTAATTTAAA(

UTR[rev** GATCATGGATCCGGTACCAAAAAAATTTTTG(

PrNde[F** GTCTCATATGGGTACCAATATTAATTTAAATAAT(

UTRBst[R* GTCGCGCCATTGGATTGGGGTACCAAAAAAATTTTTG(

Infusion[1** ( CGGCCAGCTGAATTCGATATCGGATAAAAGACCAGGAAC(

InPvu[R* CGGGAGGGCTCCGCTAGCATATCCCTCACGGGTCGCG(

InfNde[F** CTAAATATCGAAGACCATAGTAACCAATGGTGTCAAGC(

Inf2Nde[R* CTTATATTCTGCACCCAGGTGCATATGCCAATCGGGAATTCAC(

Hom5GFP[F** GCCAGTGAATTCGATATCGGATAAAAGACCAGGAACCG((

Hom5GFP[R* GGGCTCCGCTAAGATATCCCTCACGGGTCGCGATTAACG((

Hom3GFP[F** AATATCGAAGACCATGTAACCAATGGTGTCAAGC(

Hom3GFP[R* ATATTCTGCACCCAGGTGCCAATCGGGAATTCAC(

NatF* ATGGATGACCACTCTTGACGACAC(

NatR* GGGGCAGGGCATGCTCATGTAG(

atpaF** GGCAATGCGCACACCAGAAG(

atpaR* GACCACGACCTACTGGAATC((

Atpa2F* CGTGAGCTTATTATTGGTGACCG(

Atpa2R* CACGAAGACGGTAACCACGAGC(

InF* GGATAAAAGACCAGGAACCG(

InR.* CATAACCTTCAGGCATAGCAG(

PdsAfe[* GTTAAGTTAAATCACAGCGCTTTAGAACCAAGGAAATGTTACAGC(

PdsDra[R* GTTAAGTTAAATCACTGCGTGTTAGAACCAAGGAAATGTTACAGC(

PdsF* ATGCAAGTTATGCAAGGTCGTGCTC(

PdsR* CATAAACGTTCAGGTGGAGCACCGTC(

PdsF2* CCCTGATGAATTATCAATGACTGTAG(

PdsR2* TTAGAACCAAGGAAATGTTACAGCTTC(
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Secuencia*del*vector*pDsCh*

TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTG
TAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCT
TAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGGGATAAAAGACCAGGAACCGACTTA
GCGCGCCGCCCTCACGCGACGGATCTTGATCCTAGCCCCTAGGCGACGGACAAACGCCCCCGCCCCCCGTG
AGGGGCCCTTAGGGGGGCGCTTAATTTTTTTAAAAATGTGGAATCAGGGCAACCTGATAGGACTGATCCGT
GTAGGAGGGGTACGAACTTCTATCCTAGTCTAAGTGGCTGGCGAATCTAATTGGCCTCGGCTCAGAAAGGT
CCACTAGAGAAAGCGAAAGGGAAGTGGAATTTTATACGGACCCGCCTATAACCTGCCATGAATGGGTGTAG
TTTCACCAAAGGACAAGTTTGGTCTCCCCTTCTTGCCCTATGGATGTCATAAACACTCTACTAGGCGGGTC
CGAAAGTGGTCAGAACGGAAAAGGCCTTTCATTTAATTTTCATTTAATTATGTCGTTAGTTTTAGCTAACA
ACCCTAACATCGAACTTCCGCAAGCATAGAACCAGGTTGACTGGAAAGCTGTGTTTGCGGTCGTTCAATCG
TTAAGGGAACAAGCCTTTATCTGTTCGAAGTCTGGGGCGGGGGGCGCCAGTGAAGTTGCGTGAGGTTCAAA
AGCAAATTCTTGACCCGTGAGGGCACCTGCTACTTTATTACTGGCTATTCGTAGAGTTACGTCTAAGTCGG
TCCGCGAAACGGCGGAAGTAGATGAGCTTATTGTTGTAAACGATTCAGACAAATGGGCCATCTTTGATGGC
TTCGTGGGTATGGATCTAGCTCATTGGCAACCTCCTCCTGTTCGCAGGCGGGTTCGCTATATTCTAAAGGC
TGACAAGCGACGTTGGAGACCGCTTGGTATTCCCACAGTTAAGGATCGTGTCATCCAGGCGGTTGTGCCGG
AGGCACTTGAACCTGAGTGGGACGTAAAGTTTGAAGGAAATTCCTATGGTTATAGACCAAAGCGTAACAGA
GCTGATGCTCTTCAACGCACCTTCAATCATCTAGCGGATTCTCCTACGTCACAACCAAACGTTAATCGCGA
CCCGTGAGGGGGGCGGTAGTAGCGGATATCTCTGGTGGCTTTGATAACATTTCTCATAAGAGTGTTATCGA
CGCTGTTCAGGAATTTCCTGCTCATTTTCTAGTTGAACGCTGGTTAAGAGCTGGAATTCTTGAACCCGTGA
GGGCGGCGTCTTCGTGGAAACTTCGGCGGGCGAGGCTGTTCCGCAGGGCGGGGTCATGTCTCCTCTTTTGT
GTAATATCGTCTTACATGGTCTAGGTGACATTATTTATAATTTATATTTAATTTATAATTTATAATTTATA
TTTATGTTTCTATTTATATTTTATATTTATGTTTCTGGAAGATCCACGGAAAGCAAAAAGCCGATAATGGT
ACGCTATGCGGATGATTTTATCCTTCTTTGTAAGTACTACGAGTCTGCCAAGGACGAACCATATGGGTACC
AATATTAATTTAAATAATATTGTTATTTATTAATAGGTGGTGTCAATTTACGCCACCAAAGCGCGCACAAG
CGCGGAAAAAAAAAAAAAAAAATTTATTAATAATAAATTTTTAATGATCTCTCCGGAATATATAGATAATA
ACAAATTCAGAAGAAATTTTTAGAAGTTTTAAATATCCTAAAGAATATTTAAAATCTTCTAAAATTTGTTA
TCTATTTATAACAATTTTATCGGTTTTTTAGAAAAAAAAAAAAGTATCTCCTAAATTAAAATGAAAAATTC
TTAGATAAGGGTATGAATGACGACCTTACTTATTTTTTCCTTAGGTCGTTAAAAATACAGCAAATAGAATA
ATATATTTAAAAATATAAAGTGTTTCGTTTACGACGGAAAGTATAAATTTTAAATATATTATTAAACAATA
GTTTATAAGTTATAAACTATTTGTTTCTATCATATCCCTTTAACAAGAAAAAAAATTTTTTTCCATGGCAC
CACCACCACCACCACGATGACGATGACAAGATGTACCGTATGCAATTATTATCATGTATTGCTTTATCATT
AGCTTTAGTAACTAACTCAGCTCCAACTTCATCATCAACTAAAAAAACTCAATTACAATTAGAACACTTAT
TATTAGACTTACAAATGATTTTAAACGGTATTAACAACTACAAAAACCCAAAATTAACTCGTATGTTAACT
TTCAAATTCTACATGCCAAAAAAAGCTACTGAATTAAAACACTTACAATGTTTAGAAGAAGAATTAAAACC
ATTAGAAGAAGTATTAAACTTAGCTCAATCAAAAAACTTCCACTTACGTCCACGTGACTTAATTTCAAACA
TTAACGTAATTGTATTAGAATTAAAAGGTTCAGAAACTACTTTCATGTGTGAATACGCTGACGAAACTGCT
ACTATTGTAGAATTCTTAAACCGTTGGATTACTTTCTGTCAATCAATTATTTCAACTTTAACTTAACTGCA
GTAATTCTTTATACTTAAGAATTAAGTAGACTTGTCTACTTAATTCTTTTTAATAGCATGGATGGAGTAAA
CTCCATCCATGCTATTATCTCTAACAACCCCAAAAACCAAAGGTTTTTGTGAAGGAAAAAATAGAATATTT
TTTCCGCTACGAGCGGGCGATATAAAAAAATAAGATTTTTTTATCCTAAATTAATTCTTGTAATAGAATCT
CAATTAATGACAAAGATATAAATTACAAAAACGGTAGAGTTTCAGGTTTAGATAAATAACCTGGTCCTGCT
ATATAACTAATGTAAGTTAAAATATCAGTATATGAACAATATATATTATATATTAATAGTCCATGTCCTCC
AAAAACGAATAAACGAATAAACCAAAGAAAATAAAACTTTATTATTTTAAATAAAATAAAATTTTATTAAT
TTTTTTTTTTATCAAAAATTTTTTTGGTACCCCAATCCAATGGTACCAATATTAATTTAAATAATATTGTT
ATTTATTAATAGGTGGTGTCAATTTACGCCACCAAAGCGCGCACAAGCGCGGAAAAAAAAAAAAAAAAATT
TATTAATAATAAATTTTTAATGATCTCTCCGGAATATATAGATAATAACAAATTCAGAAGAAATTTTTAGA
AGTTTTAAATATCCTAAAGAATATTTAAAATCTTCTAAAATTTGTTATCTATTTATAACAATTTTATCGGT
TTTTTAGAAAAAAAAAAAAGTATCTCCTAAATTAAAATGAAAAATTCTTAGATAAGGGTATGAATGACGAC
CTTACTTATTTTTTCCTTAGGTCGTTAAAAATACAGCAAATAGAATAATATATTTAAAAATATAAAGTGTT
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TCGTTTACGACGGAAAGTATAAATTTTAAATATATTATTAAACAATAGTTTATAAGTTATAAACTATTTGT
TTCTATCATATCCCTTTAACAAGAAAAAAAATTTTTTTCCATGGATGACCACTCTTGACGACACGGCTTAC
CGGTACCGCACCAGTGTCCCGGGGGACGCCGAGGCCATCGAGGCACTGGATGGGTCCTTCACCACCGACAC
CGTCTTCCGCGTCACCGCCACCGGGGACGGCTTCACCCTGCGGGAGGTGCCGGTGGACCCGCCCCTGACCA
AGGTGTTCCCCGACGACGAATCGGACGACGAATCGGACGACGGGGAGGACGGCGACCCGGACTCCCGGACG
TTCGTCGCGTACGGGGACGACGGCGACCTGGCGGGCTTCGTGGTCGTCTCGTACTCCGGCTGGAACCGCCG
GCTGACCGTCGAGGACATCGAGGTCGCCCCGGAGCACCGGGGGCACGGGGTCGGGCGCGCGTTGATGGGGC
TCGCGACGGAGTTCGCCCGCGAGCGGGGCGCCGGGCACCTCTGGCTGGAGGTCACCAACGTCAACGCACCG
GCGATCCACGCGTACCGGCGGATGGGGTTCACCCTCTGCGGCCTGGACACCGCCCTGTACGACGGCACCGC
CTCGGACGGCGAGCAGGCGCTCTACATGAGCATGCCCTGCCCCTGACTGCAGTAATTCTTTATACTTAAGA
ATTAAGTAGACTTGTCTACTTAATTCTTTTTAATAGCATGGATGGAGTAAACTCCATCCATGCTATTATCT
CTAACAACCCCAAAAACCAAAGGTTTTTGTGAAGGAAAAAATAGAATATTTTTTCCGCTACGAGCGGGCGA
TATAAAAAAATAAGATTTTTTTATCCTAAATTAATTCTTGTAATAGAATCTCAATTAATGACAAAGATATA
AATTACAAAAACGGTAGAGTTTCAGGTTTAGATAAATAACCTGGTCCTGCTATATAACTAATGTAAGTTAA
AATATCAGTATATGAACAATATATATTATATATTAATAGTCCATGTCCTTCAAAAACGAATAAACGAATAA
ACCAAAGAAAATAAAACTTTATTATTTTAAATAAAATAAAATTTTATTAATTTTTTTTTTTATCAAAAATT
TTTTTGGTACCAAGCTTCTACGAGTCTGCCAAGGACGAACCCGCCTTACGCTTTGCCGAAGAATTTTTTAC
TTCTCCTCGTGAGGGGGGCTTAAATTTAAGGAAACAAATGAGCCTGTTGTTGTACACATCACACAGGGTTT
TGACTTCCTGAATTGCACATATAGACGTGTAACTAATTACGGTTATAATAAAGCTTTCACCATTCGTCCGC
CGATCTTCGAGGGTGCGGAACTTGTGTAACGAACCCGCCTTGGTACGATGAATCCGTAACCAATGGTGTCA
AGCACACCATTGTACTGGTAACTGTTTCTAAGGATAAGCTGAAGTCTGTTCGTGCAGAATATAAGAAAGTC
TTCCGCTTCTACCGTGGTTTCAAGATAAGTGGGCTTGTTAATGCGTTAACGACCCCGCCCAAAGTTAAGGG
TTTCGCTCAATCGTGTCAAACGATTGATTGTACCAGAGTCTTCTGTCATCTGGATAACTACATTTTCAGAT
TGACGGTACGCTTACTTCGTAGAGAGCATCAGTCCAAGTCTTGGGCTTGGATAATAGCTCGCTATTTCAGA
AAGGTCAAGCTTCCTAGAATAGACTCTCCATGGGTTCTAGGGGTGGGGGCGTCGAACTCGGATTTGACTCT
ATTACCACACAGATACTTTTCTAAGGTAGACTATATTCTGGTACGTAGCGATATGTTTAAAGATGATCCGT
CGCCTGTTGCTAAGGAGTATTGGGCTCGACGCCAACAACTTTTTTTTTTGACCGTAAAGCGGTCGACCTGC
TCGCTGGTTTAGACAAAGACTTATCAGCATCACAGGAGCACGTGTGCCCGGTTTGTAATTCATCTTTATAC
TCCGGTGAAAGGTTGCAGAGACATCACGTTATAGAAAGATCTTTGGGTGGAAGGGATACGTTCGGAAACCT
ACTTCTTGTACATTCTGTTTGTCATCGTCGAGTGCATTATGGCGGTGATGCGGATCTTTGGCGAGCTTACT
TATCGTCTTATAAAGTAACTCATCCGAAGAAGTCAACACGTGGAAAGGTAAGTCCAGTCCAACAGGTTAAC
CAAAACGATTTCCGTCAGGCGGGTTCGTTCGGTTTTCTGGACCCACCTGAATTTAAATTTGGGTGGTTTAC
AGGCGGTCGTGTTCGTAACTAAATAACGCGCTGTTCTAATTTATTAGTGCTTCGATAAGTACCGTAAACGT
ATTTTATACATTATTTATGCCTATAAGAAAACCTACCTTTTCGTCTCCTTTCTCTTCGTCTCCTTTATTTT
CTTCTCTTGTCACTGGAAGATCAGGGCCCAACGTGCCTTGGCCTTCCATTTGTGAATTCCCGATTGGCACC
AGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG
CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACG
GTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACC
GTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGT
GCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCAC
GAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACA
CGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAG
AGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAG
CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGG
GGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC
ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGA
CAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCT
GACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCG
CGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAG
TGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGC
CAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATG
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GCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGT
TAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAG
CACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAG
TCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCC
ACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACC
AGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATG
TTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGAT
ACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCT
GACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC 
 
 
 
 
Secuencia*del*vector*pDsEGFP*

TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTG
TAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCT
TAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCG
TAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTG
CGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCC
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGATATCGGATAAAAGACCAGGAACC
GACTTAGCGCGCCGCCCTCACGCGACGGATCTTGATCCTAGCCCCTAGGCGACGGACAAACGCCCCCGCCC
CCCGTGAGGGGCCCTTAGGGGGGCGCTTAATTTTTTTAAAAATGTGGAATCAGGGCAACCTGATAGGACTG
ATCCGTGTAGGAGGGGTACGAACTTCTATCCTAGTCTAAGTGGCTGGCGAATCTAATTGGCCTCGGCTCAG
AAAGGTCCACTAGAGAAAGCGAAAGGGAAGTGGAATTTTATACGGACCCGCCTATAACCTGCCATGAATGG
GTGTAGTTTCACCAAAGGACAAGTTTGGTCTCCCCTTCTTGCCCTATGGATGTCATAAACACTCTACTAGG
CGGGTCCGAAAGTGGTCAGAACGGAAAAGGCCTTTCATTTAATTTTCATTTAATTATGTCGTTAGTTTTAG
CTAACAACCCTAACATCGAACTTCCGCAAGCATAGAACCAGGTTGACTGGAAAGCTGTGTTTGCGGTCGTT
CAATCGTTAAGGGAACAAGCCTTTATCTGTTCGAAGTCTGGGGCGGGGGGCGCCAGTGAAGTTGCGTGAGG
TTCAAAAGCAAATTCTTGACCCGTGAGGGCACCTGCTACTTTATTACTGGCTATTCGTAGAGTTACGTCTA
AGTCGGTCCGCGAAACGGCGGAAGTAGATGAGCTTATTGTTGTAAACGATTCAGACAAATGGGCCATCTTT
GATGGCTTCGTGGGTATGGATCTAGCTCATTGGCAACCTCCTCCTGTTCGCAGGCGGGTTCGCTATATTCT
AAAGGCTGACAAGCGACGTTGGAGACCGCTTGGTATTCCCACAGTTAAGGATCGTGTCATCCAGGCGGTTG
TGCCGGAGGCACTTGAACCTGAGTGGGACGTAAAGTTTGAAGGAAATTCCTATGGTTATAGACCAAAGCGT
AACAGAGCTGATGCTCTTCAACGCACCTTCAATCATCTAGCGGATTCTCCTACGTCACAACCAAACGTTAA
TCGCGACCCGTGAGGGATATCTTAGCGGAGCCCTCCCGTGAGGGGGGCTAGGACTTTGTCCGTCGCCTAAG
GGCTAGGATCAAGATCCGTCGCGTGAGGGAAACAAAAAAGTTGTTTTGTCCAGAAGTATTTTTTTCTTATA
AAAAAGAAAAAAGAAAAAAAAAATTATAAAATTATAAAAGAATTTTATATTCTTTAGTTATCAAAATTATA
ATTTGGTAAAAGATTATTATATTATCGGATAGATTATTTTAGGATCGACAAAAATGTTTCATTTTTAGATA
ATAAAGCGGCCGCTCTAGACCGCGGATGCATCATCATCATCATCATATGGTTTCTAAAGGTGAAGAATTAT
TTACAGGTGTTGTTCCTATTTTAGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCATAAATTTTCTGTTTCTGGT
GAAGGTGAAGGTGATGCTACATATGGTAAATTAACATTAAAATTTATTTGTACAACAGGTAAATTACCTGT
TCCTTGGCCTACATTAGTTACAACATTAACATATGGTGTTCAATGTTTTTCTCGTTATCCTGATCATATGA
AACAACATGATTTTTTTAAATCTGCTATGCCTGAAGGTTATGTTCAAGAACGTACAATTTTTTTTAAAGAT
GATGGTAATTATAAAACACGTGCTGAAGTTAAATTTGAAGGTGATACATTAGTTAATCGTATTGAATTAAA
AGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAATATTTTAGGTCATAAATTAGAATATAATTATAATTCTCATAATG
TTTATATTATGGCTGATAAACAAAAAAATGGTATTAAAGTTAATTTTAAAATTCGTCATAATATTGAAGAT
GGTTCTGTTCAATTAGCTGATCATTATCAACAAAATACACCTATTGGTGATGGTCCTGTTTTATTACCTGA
TAATCATTATTTATCTACACAATCTGCTTTATCTAAAGATCCTAATGAAAAACGTGATCATATGGTTTTAT
TAGAATTTGTTACAGCTGCTGGTATTACTTTAGGTATGGATGAATTATATAAATAAGGATCCGAGCTCCTC
GAGTTCTTTATACTTAAGAATTAAGTAGACTTGTCTACTTAATTCTTTTTAATAGCATGGATGGAGTAAAC
TCCATCCATGCTATTATCTCTAACAACCCCAAAAACCAAAGGTTTTTGTGAAGGAAAAAATAGAATATTTT
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TTCCGCTACGAGCGGGCGATATAAAAAAATAAGATTTTTTTATCCTAAATTAATTCTTGTAATAGAATCTC
AATTAATGACAAAGATATAAATTACAAAAACGGTAGAGTTTCAGGTTTAGATAAATAACCTGGTCCTGCTA
TATAACTAATGTAAGTTAAAATATCAGTATATGAACAATATATATTATATATTAATAGTCCATGTCCTTCA
AAAACGAATAAACGAATAAACCAAAGAAAATAAAACTTTATTATTTTAAATAAAATAAAATTTTATTAATT
TTTTTTTTTATCAAAAATTTTTTTTTTTCCGGAGCTAGCCACAAAGTCCTAGCCCTTAGGGGGCGGGGGCG
TTTGTCCGTCGCGTGAGAGAAATAACAAAGTTGTTTTGTCCGGTACACAATAAAAAATTATATAAAAGTTG
TTGTTTATAAAAAGGATGCTCTTGCTTTTGATAAATTATCTGGTATTATAATAATACCAGGTTTTAATGAA
AAAGCTTGAATAATAAAAAAATAAAAAAGTTATTTTTAACTTTTTTCGGAGAAAATCAAAAATTAATAAAA
AATTATAAATTAGCGCTATGACTACTTTAGATGATACTGCTTATCGTTATCGTACTTCTGTTCCTGGTGAT
GCTGAAGCTATTGAAGCTTTAGATGGTTCTTTTACTACTGATACTGTTTTTCGTGTTACTGCTACTGGTGA
TGGTTTTACTTTACGTGAAGTTCCTGTTGATCCTCCTTTAACTAAAGTTTTTCCTGATGATGAATCTGATG
ATGAATCTGATGCTGGTGAAGATGGTGATCCTGATTCTCGTACTTTTGTTGCTTATGGTGATGATGGTGAT
TTAGCTGGTTTTGTTGTTGTTTCTTATTCTGGTTGGAATCGTCGTTTAACTGTTGAAGATATTGAAGTTGC
TCCTGAACATCGTGGTCATGGTGTTGGTCGTGCTTTAATGGGTTTAGCTACTGAATTTGCTCGTGAACGTG
GTGCTGGTCATTTATGGTTAGAAGTTACTAATGTTAATGCTCCTGCTATTCATGCTTATCGTCGTATGGGT
TTTACTTTATGTGGTTTAGATACTGCTTTATATGATGGTACTGCTTCTGATGGTGAACAAGCTTTATATAT
GTCTATGCCTTGTCCTTAACACGCAGTGATTTAACTTAACTTAATAAAAAATTTTTTTTACCGCCCCCCCC
CTCACGGGGAGGGAGGCTAGGACAAGGTCCGTCGTAAAAAAAAAAAAAATTTAATTTTATAAATTTTATTA
ATTTAGTTACAAAATCTTCCATTTTCATCGGCCCCGCCAAAAGATAGTAAAAAAATATACATATCTTTTAG
GCGGAGCCTATCTCCGGTCTTTTATAAAAAGAAAAACCGACATACAAAATACAAAATTGTATGGAGGCGGA
CAAAACAAATTTGTTGTTTTGTCCTAAGGAAAAAAATTCAACATATTTAATATAATATGTACTGTTTTACA
ATATTTTGATATAACTTGATTATCGAAATTTTCAAACAGTACATAATTATAAATTATGTAAATCGATATTT
ATAAAAAATATTTTATAGTTTATTGAAACTATTATATTCTAAATATCGAAGACCATGTAACCAATGGTGTC
AAGCACACCATTGTACTGGTAACTGTTTCTAAGGATAAGCTGAAGTCTGTTCGTGCAGAATATAAGAAAGT
CTTCCGCTTCTACCGTGGTTTCAAGATAAGTGGGCTTGTTAATGCGTTAACGACCCCGCCCAAAGTTAAGG
GTTTCGCTCAATCGTGTCAAACGATTGATTGTACCAGAGTCTTCTGTCATCTGGATAACTACATTTTCAGA
TTGACGGTACGCTTACTTCGTAGAGAGCATCAGTCCAAGTCTTGGGCTTGGATAATAGCTCGCTATTTCAG
AAAGGTCAAGCTTCCTAGAATAGACTCTCCATGGGTTCTAGGGGTGGGGGCGTCGAACTCGGATTTGACTC
TATTACCACACAGATACTTTTCTAAGGTAGACTATATTCTGGTACGTAGCGATATGTTTAAAGATGATCCG
TCGCCTGTTGCTAAGGAGTATTGGGCTCGACGCCAACAACTTTTTTTTTTGACCGTAAAGCGGTCGACCTG
CTCGCTGGTTTAGACAAAGACTTATCAGCATCACAGGAGCACGTGTGCCCGGTTTGTAATTCATCTTTATA
CTCCGGTGAAAGGTTGCAGAGACATCACGTTATAGAAAGATCTTTGGGTGGAAGGGATACGTTCGGAAACC
TACTTCTTGTACATTCTGTTTGTCATCGTCGAGTGCATTATGGCGGTGATGCGGATCTTTGGCGAGCTTAC
TTATCGTCTTATAAAGTAACTCATCCGAAGAAGTCAACACGTGGAAAGGTAAGTCCAGTCCAACAGGTTAA
CCAAAACGATTTCCGTCAGGCGGGTTCGTTCGGTTTTCTGGACCCACCTGAATTTAAATTTGGGTGGTTTA
CAGGCGGTCGTGTTCGTAACTAAATAACGCGCTGTTCTAATTTATTAGTGCTTCGATAAGTACCGTAAACG
TATTTTATACATTATTTATGCCTATAAGAAAACCTACCTTTTCGTCTCCTTTCTCTTCGTCTCCTTTATTT
TCTTCTCTTGTCACTGGAAGATCAGGGCCCAACGTGCCTTGGCCTTCCATTTGTGAATTCCCGATTGGCAC
CTGGGTGCAGAATATAAGAAAGTCTTCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTC
ATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGT
GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGG
GCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTC
ACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGC
CAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTC
CCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTC
CCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC
CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTG
AGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGG
TATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCA
CCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGAT
CCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAG
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ATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATAT
ATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTT
CGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCC
CAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCG
GAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAA
GCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTC
ACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCA
TGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA
TCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGAC
TGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAA
TACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGA
AAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTC
AGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAA
TAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGT
TATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTA
TCACGAGGCCCTTTCGTC 
 
 
 
Secuencia*del*vector*pGFP/PDS*

TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTG
TAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCT
TAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCG
TAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTG
CGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCC
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGATATCGGATAAAAGACCAGGAACC
GACTTAGCGCGCCGCCCTCACGCGACGGATCTTGATCCTAGCCCCTAGGCGACGGACAAACGCCCCCGCCC
CCCGTGAGGGGCCCTTAGGGGGGCGCTTAATTTTTTTAAAAATGTGGAATCAGGGCAACCTGATAGGACTG
ATCCGTGTAGGAGGGGTACGAACTTCTATCCTAGTCTAAGTGGCTGGCGAATCTAATTGGCCTCGGCTCAG
AAAGGTCCACTAGAGAAAGCGAAAGGGAAGTGGAATTTTATACGGACCCGCCTATAACCTGCCATGAATGG
GTGTAGTTTCACCAAAGGACAAGTTTGGTCTCCCCTTCTTGCCCTATGGATGTCATAAACACTCTACTAGG
CGGGTCCGAAAGTGGTCAGAACGGAAAAGGCCTTTCATTTAATTTTCATTTAATTATGTCGTTAGTTTTAG
CTAACAACCCTAACATCGAACTTCCGCAAGCATAGAACCAGGTTGACTGGAAAGCTGTGTTTGCGGTCGTT
CAATCGTTAAGGGAACAAGCCTTTATCTGTTCGAAGTCTGGGGCGGGGGGCGCCAGTGAAGTTGCGTGAGG
TTCAAAAGCAAATTCTTGACCCGTGAGGGCACCTGCTACTTTATTACTGGCTATTCGTAGAGTTACGTCTA
AGTCGGTCCGCGAAACGGCGGAAGTAGATGAGCTTATTGTTGTAAACGATTCAGACAAATGGGCCATCTTT
GATGGCTTCGTGGGTATGGATCTAGCTCATTGGCAACCTCCTCCTGTTCGCAGGCGGGTTCGCTATATTCT
AAAGGCTGACAAGCGACGTTGGAGACCGCTTGGTATTCCCACAGTTAAGGATCGTGTCATCCAGGCGGTTG
TGCCGGAGGCACTTGAACCTGAGTGGGACGTAAAGTTTGAAGGAAATTCCTATGGTTATAGACCAAAGCGT
AACAGAGCTGATGCTCTTCAACGCACCTTCAATCATCTAGCGGATTCTCCTACGTCACAACCAAACGTTAA
TCGCGACCCGTGAGGGATATCTTAGCGGAGCCCTCCCGTGAGGGGGGCTAGGACTTTGTCCGTCGCCTAAG
GGCTAGGATCAAGATCCGTCGCGTGAGGGAAACAAAAAAGTTGTTTTGTCCAGAAGTATTTTTTTCTTATA
AAAAAGAAAAAAGAAAAAAAAAATTATAAAATTATAAAAGAATTTTATATTCTTTAGTTATCAAAATTATA
ATTTGGTAAAAGATTATTATATTATCGGATAGATTATTTTAGGATCGACAAAAATGTTTCATTTTTAGATA
ATAAAGCGGCCGCTCTAGACCGCGGATGCATCATCATCATCATCATATGGTTTCTAAAGGTGAAGAATTAT
TTACAGGTGTTGTTCCTATTTTAGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCATAAATTTTCTGTTTCTGGT
GAAGGTGAAGGTGATGCTACATATGGTAAATTAACATTAAAATTTATTTGTACAACAGGTAAATTACCTGT
TCCTTGGCCTACATTAGTTACAACATTAACATATGGTGTTCAATGTTTTTCTCGTTATCCTGATCATATGA
AACAACATGATTTTTTTAAATCTGCTATGCCTGAAGGTTATGTTCAAGAACGTACAATTTTTTTTAAAGAT
GATGGTAATTATAAAACACGTGCTGAAGTTAAATTTGAAGGTGATACATTAGTTAATCGTATTGAATTAAA
AGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAATATTTTAGGTCATAAATTAGAATATAATTATAATTCTCATAATG
TTTATATTATGGCTGATAAACAAAAAAATGGTATTAAAGTTAATTTTAAAATTCGTCATAATATTGAAGAT
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GGTTCTGTTCAATTAGCTGATCATTATCAACAAAATACACCTATTGGTGATGGTCCTGTTTTATTACCTGA
TAATCATTATTTATCTACACAATCTGCTTTATCTAAAGATCCTAATGAAAAACGTGATCATATGGTTTTAT
TAGAATTTGTTACAGCTGCTGGTATTACTTTAGGTATGGATGAATTATATAAATAAGGATCCGAGCTCCTC
GAGTTCTTTATACTTAAGAATTAAGTAGACTTGTCTACTTAATTCTTTTTAATAGCATGGATGGAGTAAAC
TCCATCCATGCTATTATCTCTAACAACCCCAAAAACCAAAGGTTTTTGTGAAGGAAAAAATAGAATATTTT
TTCCGCTACGAGCGGGCGATATAAAAAAATAAGATTTTTTTATCCTAAATTAATTCTTGTAATAGAATCTC
AATTAATGACAAAGATATAAATTACAAAAACGGTAGAGTTTCAGGTTTAGATAAATAACCTGGTCCTGCTA
TATAACTAATGTAAGTTAAAATATCAGTATATGAACAATATATATTATATATTAATAGTCCATGTCCTTCA
AAAACGAATAAACGAATAAACCAAAGAAAATAAAACTTTATTATTTTAAATAAAATAAAATTTTATTAATT
TTTTTTTTTATCAAAAATTTTTTTTTTTCCGGAGCTAGCCACAAAGTCCTAGCCCTTAGGGGGCGGGGGCG
TTTGTCCGTCGCGTGAGAGAAATAACAAAGTTGTTTTGTCCGGTACACAATAAAAAATTATATAAAAGTTG
TTGTTTATAAAAAGGATGCTCTTGCTTTTGATAAATTATCTGGTATTATAATAATACCAGGTTTTAATGAA
AAAGCTTGAATAATAAAAAAATAAAAAAGTTATTTTTAACTTTTTTCGGAGAAAATCAAAAATTAATAAAA
AATTATAAATTAGCGCTGGTATGCAAGTTATGCAAGGTCGTGCTCATACACAAGCTGCATATTCACGCCAA
CCAGCTCAACAACGACTCAACGCCGTGTAGGTCGTACAACTCGTTTACAAGTATATGCTCGTGATTTTCCA
GCTCCTCAATTCGATGGTACAGAAACTTACCAAGAAGCTGTTGCATTATCAACAAAATTACAAAATGCTCC
ACGTCCTGTTAAACCACAACGTGTTGTAATTGCTGGTGCAGGATTAGCTGGTTTATCTGCTGCCAAATATT
TATCAGATGCTGGTCATATTCCAGTTGTATTAGAAGCTCGTGATGTTCTTGGAGGTAAAGTAGCAGCTTGG
AAAGATGAAGACGGTGATTGGTATGAAACAGGTTTACATATCTTCGTTGGTGCTTATCCTAACATGCAACG
TTTATTTAAAGAATTAAATATCTCAGATCGTCTGCAGTGGAAGTCTCACTCAATGATTTTTGCTATGCAAG
ACAAACCAGGTGAATTTAGTCGTTTTGAATTTCCTGATATTCCAGCTCCTTGGAATGGTGTTATTGTAATT
TTACGTAACAATGAAATGTTATCTTGGCCAGAAAAAATTCAATTTGCAATTGGTTTACTTCCTGCTATCAT
TTTCGGTCAAAAATATGTTGAAGAACAAGATGAATTAACTGTAACACAATGGATGCAAAAACAAGGTGTTC
CATCTCGTGTAAATCATGAAGTTTTTATTGCTATGGCTAAAGCTTTAAATTTTATTAACCCTGATGAATTA
TCAATGACTGTAGTTCTTACAGCTTTAAATCGTTTTTTACAAGAACGTCATGGTTCTAAAATGGCTTTTTT
AGACGGTGCTCCACCTGAACGTTTATGTCAACCAATGGTAGATCACTTCACTTCAAAAGGTGGAGAATTAC
GTATGAATGCACGTATTAAGCAAATAGTTTTAAATGAAGACAATTCAGTAAAACATTTTGAATTACTTAAT
GGTGAAATTGTTGAAGGTGATGTATACATGTCTGCTATGCCTGTTGATATTATGAAGAAATTAATGCCACA
ACCTTGGAAAGGCATGCCATTCTTTCAAAAATTAAATGGTTTAGAAGGTGTACCTGTTATTAATATACATA
TTTGGTTTGACCGTAAATTATCAACAGTAGATCACTTACTTTTTTCTCGTTCAGATTTACTTTCTGTTTAT
GCTGATATGAGTACTACATGTAAAGAATACACTGACGATAAAGCTAATATGTTAGAATTAGTATTTGCTCC
AGCTGCCGAATGGATTGGTCGTCCTGATGAAGAGATTGTAGATGCTACAATGAAAGAACTTGAAAAATTAT
TTCCTAACGAAATTAAAGCTGATCAATCATTAGCTAAAATTCGTAAGTCTAAGGTTATAAAAACACCTTTA
TCAGTATGTAAATCTACCGCGGGTCGTGAAAAATATCGTCCATCACAAAAAACACCAATTAGTAATTTCTA
TCTTGCTGGTGATTACACTAAACAAAAATATTTAGCTTCTATGGAAGGTGCTGTATTTTCAGGTAAATTAG
CTTGTGAACAAGTTGTAGAAGACGCTTCAACACGTACTGGTTCTCAAAGTGCAGCTTCTTCACAACCTGCT
TTAGCTGCCGCAAGTGCCGCTGTTTTACTTGCTATGGGTGCTGTATTAGCTGGTAACGCATCAGCACAAGT
TTTAACAGAAGCTATTTGGGGTTCTGAAGTATTAACTGAAGCTGTAACATTTCCTTGGTTCTAACACGCAG
TGATTTAACTTAACTTAATAAAAAATTTTTTTTACCGCCCCCCCCCTCACGGGGAGGGAGGCTAGGACAAG
GTCCGTCGTAAAAAAAAAAAAAATTTAATTTTATAAATTTTATTAATTTAGTTACAAAATCTTCCATTTTC
ATCGGCCCCGCCAAAAGATAGTAAAAAAATATACATATCTTTTAGGCGGAGCCTATCTCCGGTCTTTTATA
AAAAGAAAAACCGACATACAAAATACAAAATTGTATGGAGGCGGACAAAACAAATTTGTTGTTTTGTCCTA
AGGAAAAAAATTCAACATATTTAATATAATATGTACTGTTTTACAATATTTTGATATAACTTGATTATCGA
AATTTTCAAACAGTACATAATTATAAATTATGTAAATCGATATTTATAAAAAATATTTTATAGTTTATTGA
AACTATTATATTCTAAATATCGAAGACCATGTAACCAATGGTGTCAAGCACACCATTGTACTGGTAACTGT
TTCTAAGGATAAGCTGAAGTCTGTTCGTGCAGAATATAAGAAAGTCTTCCGCTTCTACCGTGGTTTCAAGA
TAAGTGGGCTTGTTAATGCGTTAACGACCCCGCCCAAAGTTAAGGGTTTCGCTCAATCGTGTCAAACGATT
GATTGTACCAGAGTCTTCTGTCATCTGGATAACTACATTTTCAGATTGACGGTACGCTTACTTCGTAGAGA
GCATCAGTCCAAGTCTTGGGCTTGGATAATAGCTCGCTATTTCAGAAAGGTCAAGCTTCCTAGAATAGACT
CTCCATGGGTTCTAGGGGTGGGGGCGTCGAACTCGGATTTGACTCTATTACCACACAGATACTTTTCTAAG
GTAGACTATATTCTGGTACGTAGCGATATGTTTAAAGATGATCCGTCGCCTGTTGCTAAGGAGTATTGGGC
TCGACGCCAACAACTTTTTTTTTTGACCGTAAAGCGGTCGACCTGCTCGCTGGTTTAGACAAAGACTTATC
AGCATCACAGGAGCACGTGTGCCCGGTTTGTAATTCATCTTTATACTCCGGTGAAAGGTTGCAGAGACATC
ACGTTATAGAAAGATCTTTGGGTGGAAGGGATACGTTCGGAAACCTACTTCTTGTACATTCTGTTTGTCAT
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CGTCGAGTGCATTATGGCGGTGATGCGGATCTTTGGCGAGCTTACTTATCGTCTTATAAAGTAACTCATCC
GAAGAAGTCAACACGTGGAAAGGTAAGTCCAGTCCAACAGGTTAACCAAAACGATTTCCGTCAGGCGGGTT
CGTTCGGTTTTCTGGACCCACCTGAATTTAAATTTGGGTGGTTTACAGGCGGTCGTGTTCGTAACTAAATA
ACGCGCTGTTCTAATTTATTAGTGCTTCGATAAGTACCGTAAACGTATTTTATACATTATTTATGCCTATA
AGAAAACCTACCTTTTCGTCTCCTTTCTCTTCGTCTCCTTTATTTTCTTCTCTTGTCACTGGAAGATCAGG
GCCCAACGTGCCTTGGCCTTCCATTTGTGAATTCCCGATTGGCACCTGGGTGCAGAATATAAGAAAGTCTT
CGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTG
AGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCA
TTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCC
ACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAA
GGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC
AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCT
CCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCA
TAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCC
CCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTA
TCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTT
GAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTA
CCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTGTTT
GCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGAC
GCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGAT
CCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACC
AATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCC
GTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCC
ACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTG
CAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAAT
AGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATT
CAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCT
TCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCAT
AATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTG
AGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCA
GAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTC
TGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATAC
TCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTT
GAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTA
AGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC 
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