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RESUMEN

“Construccion de un vector para expresar la proteina hemaglutinina del virus de
lainfluenza A (H1N1) 2009 en el cloroplasto de Dunaliella salina”

Debido a la aparicién de nuevas mutantes del virus de la influenza, tal como la influenza tipo A
H1N1 2009, es necesario producir nuevas vacunas que provean inmunidad, que se produzcan a bajo
costo y con gran rapidez. En los Ultimos afios, se ha utilizado el sistema de expresién de proteinas
recombinantes en microalgas, que pueden servir en la creacidon de nuevas vacunas. La microalga marina
Dunaliella salina, ya que es de facil cultivo y manipulacion, se reproduce con rapidez y es capaz de
realizar modificaciones post-traduccionales, caracteristicas que la hacen atractiva por encima de otros
sistemas como bacterias, levaduras, células de mamifero o plantas. Al ser halotolerante, se reduce el
riesgo de contaminacion con otros microorganismos, ademas, al carecer de pared celular rigida, hace
gue sea facil su manipulacion genética. La microalga D. salina, se aisl6 de las lagunas de San Quintin,
se estandariz6 su cultivo en laboratorio y se identific6 molecularmente. Se sintetizé la secuencia de la
proteina hemaglutinina (HA) de HIN1 (GenBank A/Mexico/4486/2009(H1N1) de 1754pb, optimizando
sus codones para expresion en cloroplasto. Se sintetizé ademas, el promotor y extremo 5 UTR del gen
atpA y el extremo 3'UTR del gen psbA y se transformaron temporalmente en el vector pUC57. Con
primers especificos se amplificaron sitios de recombinacién homologos a D. salina, que comprenden los
genes psaA y psbA, los cuales se ligaron al vector, también se realizé una mutacién puntual en el gen
psbA (proteina D1) para obtener resistencia a atrazina. Se confirm6 por diferentes pruebas (PCR,
enzimas de restriccién y secuenciacion), que cada parte de la construccion es la secuencia esperada y
gue se encuentra en el correcto marco de lectura. Para la seleccion de microalgas transformadas, se
estandariz6 la concentracién efectiva de atrazina de 400ug/L en medio de cultivo Johnson Modificado
con 1.5M de NaCl.
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SIGLAS Y ABREVIATURAS

DNA: Acido desoxirribonucléico

ATR: Atrazina o 2-chloro-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine

BC: Baja California

BSA: Albdmina de suero bovino

CaMV35S: promotor del virus del mosaico de la coliflor
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio

Ds.SQ DNA: DNA de Dunaliella salina San Quintin

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

GUS: B-glucuronidasa

HEPES: Acido 2-[4-(2-Hidroxietil)-1-Pireracinil-Etanosulfénico
HA: Hemaglutinina

JM: Johnson Modificado

Kb: kilobases

kDa: kiloDalton

mmHg: milimetro de mercurio

mtDNA: DNA mitocondrial

NA: Neuraminidasa

NCBI: National Center for Biotechnology Information
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ptDNA: DNA plastidico

PEG: Polietilenglicol

pb: pares de bases

psi: libra por pulgada cuadrada
rRNA: Acido ribonucleico ribosémico
tDNA: DNA gendmico o DNA total
tRNA: RNA de transferencia

UTR: Regién no traducible

SQ: San Quintin
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INTRODUCCION

Los virus de influenza representan una importante amenaza en la salud puablica a nivel global.
Los virus de influenza tipo A, comUinmente causan epidemias estacionales que infectan anualmente
alrededor del 5 al 15% de la poblacién mundial. Durante el siglo pasado hubo tres grandes pandemias de
influenza A, en 1918 la cepa H1IN1 se empezd a esparcir en Espafa, en 1957 en Asia se presenté la
cepa H2N2 y en 1968 la H3N2 en Hong Kong, las cuales mataron entre 50 a 100 millones de personas
alrededor del mundo. Cada uno de estos virus se derivd, al menos en parte, de un virus de influenza
aviar por transmisién entre especies o intercambio de material genético entre virus aviares y humanos
(Ekiert et al, 2009; Medina et al, 2010).

En México, entre febrero y abril de 2009, surgié un brote de una nueva variante de la cepa A
(HIN1) y de ahi se distribuy6 al resto del mundo, anunciandose una nueva pandemia que se distribuy6 a
méas de 160 paises. Esta nueva variante del virus, fue resultado de un reordenamiento cuadruple de
segmentos de genoma de influenza aviar, humana y de dos linajes de influenza porcina (Fig.1).
(Schnitzler, 2009). (Neumann et al, 2009).
En agosto de 2010, la OMS anuncié el fin de la pandemia y para entonces ya habia 18,500 muertes
confirmadas en todo el mundo, pero se estima que esa sélo fue una fraccién del nimero real de muertes,
pues hubo otras 201,200 muertes ocasionadas por complicaciones respiratorias y otras 83,300
asociadas con enfermedades cardiovasculares, ambas enfermedades asociadas con el virus A (H1N1).
Estas estimaciones son 15 veces mas altas que las reportadas por los laboratorios (Dawood et al, 2012).
S6lo en México, hasta agosto de 2012, el nimero de casos confirmados ascendi6 a 76,566 con més de

1,300 defunciones (WHO).
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Virus porcino  Virus aviar Virus humano  Virus aviar—porcino
clasico norteamericano (H3N2) de Eurasia

PB2 - Virus aviar norteamericano
PE1- Humano H3N2

PA- VWirus aviar norieamericano
H1- Virus porcino clasico

NP- Virus porcino clasico

N1- Virus aviar- porcino de Eurasia
M- Virus aviar-porcino de Eurasia

NS- Virus porcino clasico

Influenza A (H1N1)

Fig. 1. Génesis del origen porcino virus de la gripe A/HIN1.

Fuente: Neumann G et al, 2009

Los virus de influenza A, pueden tener hasta 144 combinaciones y logran infectar tanto a
humanos como a otras especies de mamiferos y aves, las cuales son el principal reservorio. Estos virus,
pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, presentan un genoma de 8 segmentos de RNA de hebra
sencilla de sentido negativo. La replicacion y transcripciéon de sus RNAs, se lleva a cabo por 3
subunidades de polimerasas (PB1, PB2, PA) y la nucleoproteina (NP). Codifican 11 proteinas,
incluyendo las glicoproteinas de superficie Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA), de la primera
existen 16 subtipos y de la segunda 9 subtipos (Fig. 2).

La proteina HA es la que lleva a cabo la fusién de la membrana del virus con la membrana de la célula
huésped y la NA facilita la liberacién de los virus progenie (viriones), que se producen dentro de las
células infectadas. La HA a su vez, se une a un receptor acido sialico y cada organismo presenta

diferentes tipos de receptores. La HA que infecta a humanos sea une a células del tracto respiratorio que
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tienen receptores tipo a2-6 y la HA aviar tiene mayor afinidad a receptores a2-3, mientras que las
células epiteliales de los cerdos tienen ambos tipos de receptores (a2-6 y a2-3) y pueden ser infectadas

por ambos tipos de virus (Rodriguez-Valero et al, 2001; Schnitzler, 2009; Neumann et al, 2009).

Hemaglutinina (HA)

Matriz (M1)

Neuraminidasa (NA)

Complejo de polimerasas (PA, PB1, PB2)

Nucleoproteina (NP)

Canal de iones (M2)

Proteina de exportacidn celular (NEP)

Fig. 2. Virus de influenza A. Muestra las dos glicoproteinas de superficie (HA y NA). El genoma es
compuesto de 8 segmentos de RNA de una hebra que interactian con la nucleoproteina y los
componentes del complejo de polimerasas (PB2, PB1 y PA)

Fuente: ViralZone 2010. Swiss Institute Bioinformatics

Para el tratamiento de influenza, se utilizan algunas moléculas, como las inhibidoras de Neuraminidasa:
oseltaminvir (Tamiflu) y zanamivir (Relenza), que impiden la liberacién de los nuevos viriones y la
amantadina que interfire con la actividad del canal de protones (M2). Sin embargo, el uso excesivo de
éstos, contribuye a que los virus resistentes se propaguen mas rapido en todo el mundo (Ekiert et al,
2009). Existen también vacunas antigripales trivalentes que provocan una potente respuesta de
anticuerpos neutralizantes en contra de las cepas que contiene la vacuna y otras estrechamente
relacionadas, pero raramente protegen contra las cepas mas divergentes dentro de un subtipo (Ekiert et
al, 2009).

En 2009, la mayoria de las vacunas comerciales de H1N1 disponibles, eran producidas en huevos de
gallina. El inconveniente de éstas, es su baja disponibilidad y el riesgo de posibles de reacciones

alérgicas, ademas, el tiempo de obtencidn de la nueva vacuna es de alrededor de 6 a 8 meses. Por otro
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lado, las vacunas derivadas de cultivos de células como bacterias, tardan mas tiempo en obtenerse y por
lo mismo, no satisfacen las demandas de vacunacién. Asimismo, uno de los detalles importantes es que
se requiere que la proteina HA esté glicosilada, lo cual no se logra con la expresion en bacterias

(Bommakanti et al, 2010; Athmaram et al, 2011).

Debido a lo anterior, nuestro pais se vio en la repentina necesidad de crear alternativas de creacion de
vacunas para neutralizar a la nueva variante de virus HIN1. Se requeria que la vacuna pudiera
obtenerse en grandes cantidades en un corto tiempo y a bajo costo. Que ademas, el sistema de
produccion fuera facil de manipular y escalar. Dentro de las opciones, estdn las vacunas basadas en
subunidades de proteinas recombinantes, pues éstas ofrecen una gran alternativa a las vacunas
convencionales, ya que no hay necesidad de utilizar virus vivos o atenuados, ni grandes cantidades de
huevo. Ademas, la secuencia del gen HA se puede obtener en un corto tiempo una vez aislado el virus
(Athmaram et al, 2011).
La proteina HA se ha investigado ampliamente como candidata para usarse de forma independiente en
una vacuna, pues es el blanco mas importante de los anticuerpos contra el virus de influenza. Esta
proteina es la mas abundante en la capside del virus y es altamente inmunogénica. Es sintetizada como
un precursor (HAQ) que después se trimeriza en el reticulo endoplasmico, se transporta a la superficie
celular por el aparato de Golgi y mediante proteasas celulares, se separa en las subunidades HALl y
HA2, a partir de esta ruptura se convierte en una proteina activa (Fig. 3). La subunidad HA1 es el
principal objetivo de los anticuerpos neutralizantes que inhiben la union del virus a las células diana
(Yoshida et al, 2009; Bommakanti et al, 2010; Athmaram et al, 2011).

Por lo anterior, se planteé expresar la proteina HA, para utilizarla como antigeno en la creacion

de una nueva vacuna.
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Fig 3. Estructura tridimensional de la Hemaglutinina (HA).

Fuente: Weis et al. Refinement of the influenza virus hemagglutinin by simulated annealing.
J Molec Biol 1990; 212:737-761
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ANTECEDENTES

Existen varios sistemas de expresién de proteinas recombinantes que ofrecen ventajas y
desventajas en cuanto a rendimiento de proteina, manipulacion y costo de operacion. Las células de
mamifero son un sistema de produccion que resulta costoso por los medios de cultivo y cuidados que
requieren, un ejemplo de éstas son las células CHO en donde se producen la mayoria de las proteinas
terapéuticas (Manuell et al 2007). Las bacterias y las levaduras tienen un costo mas viable, pero tienen la
desventaja de que no pueden plegar proteinas foraneas eficientemente, no realizan otras modificaciones
post-traduccionales, como glicosilacion y tienen bajo rendimiento en expresion de proteinas eucariotas
de gran tamafio (Athmaram et al, 2011).

Las proteinas producidas en plantas tienen la ventaja de que se consideran seguras, pues tienen poco
riesgo de contaminacién por virus, priones o endotoxinas de bacterias. Las células vegetales pueden
producir proteinas complejas (ej. anticuerpos), la desventaja que presentan, es que para obtener
cantidades utilizables de proteina se requieren varios afios desde su transformacion inicial (Manuell et
al., 2007).

Recientemente se han logrado expresar proteinas en algunos de los sistemas antes mencionados, las
cuales son potenciales para usarse como vacuna contra la influenza A HIN1 2009. En Escherichia coli
se expreso una proteina de 25kDa que comprende una regién conservada del domino de HA1 de la HA,
gue se une especificamente a los anticuerpos del suero de pacientes infectados y se comprobé in vivo
(hurones) que la proteina expresada proporciona proteccion contra el virus. En este mismo estudio, se
demostrdé que no necesariamente se requiere que la HA se encuentre glicosilada para que produzca
inmunidad (Aguilar-Yafnez et al, 2010). También en E. coli, se expresaron dos formas de HA derivadas
del virus HIN1/A/California/07/2009, ambas proteinas indujeron anticuerpos neutralizantes en hurones y
tuvieron un rendimiento de proteina de 40mg/L y 0.4-0.8mg/L (Khurana et al, 2010).

En Pichia pastoris, se logré expresar el gen completo de HA como proteina soluble, la cual indujo
anticuerpos neutralizantes en conejos y ratones (Athmaram et al, 2011). En Picha methanolica, se
expresaron los genes completos de las proteinas HA y NA y por western blot y ELISA se comprobd que

las proteinas recombinantes mostraban antigenicidad (Zhang Y, 2010). En plantas como Nicotiana
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benthamiana, también se han producido grandes cantidades de HA (H1N1(A/California/04/09) y H5N1

logrando neutralizacion de anticuerpos (Shoji et al, 2011).

Expresidn en microalgas

Las microalgas, son un sistema de expresién de proteinas recombinantes de reciente
investigacién, que presenta muchas ventajas sobre los otros sistemas de expresién. Muchas especies de
microalgas son fuente natural de productos de interés comercial y por muchos afios han sido explotadas
para aplicaciones biotecnolégicas. El poder modificarlas genéticamente para que expresen genes
heter6logos, abre las puertas a la produccion de nuevos productos seguros y de bajo costo de interés en
la industria cosmética, alimenticia y farmacéutica, como es el caso de vacunas (Fletcher et al, 2007). Hay
evidencia de expresién de proteinas de mamifero complejas tales como hormonas o anticuerpos, ya que
las microalgas presentan la maquinaria necesaria para plegarlas (Harris, 2001; Geng et al, 2003;

Mayfield et al, 2003).

Las microalgas tienen un cultivo relativamente sencillo, crecen fotosintéticamente utilizando la luz del sol
como fuente de energia y CO, como fuente de carbono. Pueden reproducirse rapidamente y doblar su
biomasa en poco tiempo. El sistema de microalgas comparado con otros sistemas, como las plantas
vasculares, reduce drasticamente el tiempo que se emplea desde una transformacion inicial hasta la
obtencién de las proteinas y es posible conseguir lineas transgénicas estables. Al cultivarse en sistemas
cerrados se evita la liberacion de microalgas modificadas y éstas se encuentran libres de patbégenos

humanos o endotoxinas (Manuell et al., 2007).

Métodos de transformacion

Los métodos utilizados para transformar microalgas son principalmente: bombardeo de
particulas (biobalistica), electroporacién, microinyeccion, transformacion de protoplastos (PEG), agitacion
con esferas de vidrio, fibras de silicon y por medio de Agrobacterium tumefaciens. Entre éstos métodos,
los mas utilizados son biobalistica y electroporacion (Geng et al, 2003). Algunos métodos tienen sus

inconvenientes, por ejemplo, para que la transformacion con esferas de vidrio sea exitosa, se requieren
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microalgas mutantes con la pared celular debilitada o que se hagan pasar por un proceso de
degradacion enzimatica de la pared celular. La transformacién por fibras de silicén, también requiere que
se remueva la pared celular, ademas de que las fibras son dificiles de conseguir y puede ser peligroso
para la salud (Coll, 2006)

El desarrollo de los métodos de transformacion en microalgas, asi como otras herramientas moleculares,
se ha centrado principalmente en Chlamydomonas reinhardtii, pues fue la primer microalga transformada
establemente tanto en ndcleo como cloroplasto y hasta la fecha, sigue siendo una de las especies mas
estudiadas (El-Sheekh, 2000; Le6n-Bafiares et al, 2004; Purton, 2007). Algunos ejemplos de expresion
en C. reinhardtii, es la expresion de la proteina M-SAA (suero bovino amiloide asociado a las
glandulas mamarias) con rendimiento de 5% de proteina total (Manuell et al, 2007) y la expresion de
anticuerpos monoclonales humanos (mAbs) (Mayfield y Franklin, 2005).

También existen muchos ejemplos de transformaciones estables en ndcleo y cloroplasto en otras
especies de microalgas. Chlorella vulgaris, ha sido transformada por electroporacion para obtener
resistencia a higromicina (Chow y Tung, 1999) y para expresar el gen de luciferasa con el promotor
CaMV 35S (Jarvis y Brown, 1991), Chlorella ellipsoidea se transformd con electroporacion y se logro
expresion de la hormona de crecimiento del pez Paralichthys olivaceus (Dae-Hyun et al, 2002). La
primera microalga roja transformada en cloroplasto, fue Porphyridium sp., que mediante biobalistica
expresd del gen AHAS, que confiere resistencia al herbicida sulfometuron metil (Lapidot et al, 2002). En
2005, se expreso establemente el gen de resistencia a bleomicina (ble) en Dunaliella tertiolecta (Walker
et al, 2005) mediante electroporacion.

Ademas de las microalgas mencionadas, existen otras transformaciones que se lograron
transitoriamente como en Lotharella amoebiformis, Ulva pertusa y el alga roja Cyanidioschyzon merolae

(Specht et al, 2010).

Biobalistica

Este método, también Illamado bombardeo de microparticulas, se puede utilizar para
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transformacion de nucleo, mitocondria y cloroplasto. Para cloroplasto, es el método mas eficiente y
seguro para expresar transitoriamente y establemente genes heterdlogos, tanto en macroalgas como

microalgas (Tan et al, 2005; Fletcher et al, 2007).

El equipo mas utilizado es el PSD-1000/He (Bio-Rad), que utiliza helio a alta presién, el cual acelera las
microparticulas de oro o tungsteno (tamafio de 0.4 a 1.7um) recubiertas de DNA a una distancia de 500
m sy dispara contra monocapas de microalgas inmovilizadas (en placas de agar o filtros) con presiones
de vacio de 710-740 mmHg. La velocidad depende de la presion de helio (6-106 bars) y la distancia
puede ser de 3 a 15 cm. (Coll et al, 2006). La energia cinética de las particulas es suficiente para
penetrar la pared celular, la membrana plasmatica y las dos membranas que recubren al cloroplasto.
Dispersando asi, multiples copias del DNA transformante (Heifetz, 2000). Las microparticulas que mas
se utilizan son las de tungsteno, pues son mas baratas, aunque tienen la desventaja de tener forma mas
irregular y existe la posibilidad de que degraden el DNA transformante. En general, el nimero de
transformantes obtenidas en diversas especies de microalgas varian de 0.1 a 100 millones de microalgas
transformadas (Coll et al, 2006). Las tasas de transformacion obtenidas con otros métodos como la
agitacion con esferas o electroporacién, son mucho méas bajas que las obtenidas con biobalistica

(Purton, 2007).

Dunaliella salina

Utilizar a Dunaliella salina como sistema de expresion de proteinas heterélogas, ofrece una
atractiva alternativa frente a los sistemas de cultivos tradicionales y a otras especies de microalgas.
Esta microalga, tiene una gran capacidad de adaptacion a diferentes salinidades que van desde menos
de 0.5 mol L™ hasta soluciones salinas saturadas, lo cual hace posible su cultivarla de forma intensiva,
pues es dificil que un cultivo se contamine con otros microorganismos y/o especies competidoras. Al
carecer de una pared celular rigida, facilita la introduccion de genes a la célula (Geng et al, 2004). Se
logra cultivar facil y r@pidamente en medios de cultivo baratos que contengan sales simples, por lo tanto,

el costo de produccion es muy bajo en este organismo. Estas y otras ventajas hacen que D. salina pueda
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ser utilizado como un biorreactor potencial para la producciéon a gran escala de moléculas de interés
comercial como hormonas, vacunas, anticuerpos monoclonales y factores de crecimiento (Tan et al,
2005; Feng et al., 2008).
Otra de las razones para utilizar esta microalga se debe a que se cuenta con herramientas genéticas
disponibles para la expresion de genes heterélogos ya que promotores para nicleo como cloroplasto, se
encuentran ya caracterizados. Asimismo, el genoma de sus organelos (cloroplasto, nicleo y mitocondria)
encuentra disponible en las bases de datos (Smith et al, 2010).

La capacidad de expresion de D. salina ha sido probada en varios estudios. En 2003, Degui
Geng y su equipo, expresaron el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) con electroporacion,
esta expresion se mantuvo por al menos 60 generaciones. En 2005, se expresé transitoriamente en
nacleo, el gen de B-glucuronidasa (GUS) con el promotor CamV35S por medio de biobalistica (Tan et al,
2005). En 2006, Yurong Chai y colaboradores, expresaron con éxito el nacleo de la microalga con el gen
de resistencia al herbicida bialafos (bar) usando el promotor de la anhidrasa carbonica (CAH) por medio
de biobalistica. Shuying Feng en 2009, logr6 mediante transformacion con esferas de vidrio, la
expresion en nucleo de GUS y obtuvo una eficiencia de transformacién de 10° transformantes/ug de

DNA.

Expresién en cloroplasto

El cloroplasto de las microalgas contiene su propio sistema genético con un genoma de
aproximadamente 100 a 250 genes, la mayoria de estos genes codifican componentes del aparato de
transcripcién y traduccién del cloroplasto. Dentro del cloroplasto se llevan a cabo importantes rutas
biosintéticas y sirve como organelo de almacenamiento para proteinas solubles y de membrana, asi
como de otras macromoléculas como clorofilas, carotenoides, almidén y lipidos (Leén-Bafiares et al,
2004).

La transformacion de cloroplastos en microalgas ha sido utilizada principalmente para conocer su
genética, para caracterizar promotores, conocer la estabilidad del mRNA, entender funciones
fotosintéticas y evaluar los requerimientos para la expresion de genes foraneos (El-Sheekh, 2000).

La primera transformacion en cloroplasto se llevé a cabo en 1988 en C. reinhardtii con
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biobalistica por medio de recombinacién con secuencias de DNA homdlogas (Purton, 2007).

La expresiéon de proteinas recombinantes en cloroplastos es mas atractiva que en ndcleo, ya
que el cloroplasto tiene mas de un centenar de copias de genes que codifican componentes del aparato
fotosintético expresados a muy alto nivel. En estudios de transformacion en cloroplasto, se ha
demostrado que la integracion del DNA ocurre casi exclusivamente por recombinacion homaéloga, lo que
facilita la precisa insercidn de genes foraneos al genoma y se evita el problema de “efecto de posicion”
relacionado con la insercion al azar de genes en el nacleo (Fletcher et al, 2007).

Los transgenes expresados en cloroplasto no tienen problemas de silenciamiento transcripcional
y post-transcripcional, que se han observado en nudcleo. Al tener herencia uniparental de los genes del
cloroplasto en varias especies, facilita la estabilidad de los transgenes (Fletcher et al, 2007).

Para que se integren los transgenes en el cloroplasto, estos deben ser dirigidos a cualquier regién del
genoma que contenga “sitios silenciosos”, la integracion en distintas regiones del genoma resulta en
diferencias en el nimero de copias de genes. Para una transformacion estable, se requiere que todas las

copias del genoma se conviertan a la forma recombinante (Mayfield y Franklin, 2005).

Se ha demostrado que para obtener altos niveles de expresién de proteina en cloroplasto, la secuencia
del gen a expresar se debe optimizar con la preferencia de codones para la especie, se deben utilizar
promotores endégenos o promotores de especies muy cercanas y ser flanqueados con regiones no
codificantes (UTRs) (Franklin et al., 2002; Geng et al, 2003; Mayfield y Schultz, 2004; Surzycki et al,
2009). Para este trabajo se eligio el promotor atpA con su 5’"UTR y el 3'UTR del gen psbA, pues se sabe

gue esta combinacién produce altos niveles de acumulacion de proteina (Fletcher, 2007).

Seleccidn con herbicida

La seleccion de transformantes es uno de los procedimientos clave en el establecimiento de un
sistema de transformacion (Tan et al, 2005).
Existe la seleccién con antibidticos, mediante vectores que contienen secuencias de genes bacterianos,
como el aadA que confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina y el aphA-6 con resistencia a

kanamicina y amikacina (Purton, 2007).
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Para seleccion en cloroplasto de D. salina, existen pocos marcadores registrados. Tan, en 2005, probé
seleccidn con varios antibioticos: estreptomicina, kanamicina, higromocina, espectinomicina, geneticina
(G418) zeocina, cloranfenicol y el herbicida Basta a concentraciones desde 100 hasta 1,600ug/ml en
medio Johnson Modificado. En sus resultados observd que las células so6lo fueron sensibles a
cloranfenicol, zeocina y Basta.

En este trabajo, se ha planteado probar la eficacia de un marcador basado en una mutacién
puntual del gen psbA que potencialmente pueda ser utilizado para resistencia al herbicida Atrazina
(ATR). El gen psbA codifica la proteina D1, que es parte del centro de reaccién del fotosistema Il (PSII).
La D1 de Dunaliella es altamente conservada y tiene un porcentaje de identidad del 85-95% de
homologia entre todas las especies que contienen PSIl (Ohad y Hirschberg, 1990).

Existen diversos estudios en donde se han investigado las mutaciones puntuales en el psbA en
plantas (Powles y Yu, 2010), microalgas (Erickson et al, 1984; Przibilla et al, 1991) y cianobacterias
(Ohad y Hirschberg, 1990). Estas mutaciones puntuales pueden conferir resistencia a diversos
herbicidas como triazinas (atrazina) o ureas (DCMU).

El mecanismo de accion de los herbicidas es que inhiben la fotosintesis, pues compiten con el sitio de
unioén a plastoquinona (PQ) de la D1, dentro del complejo del PSII. Los efectos son, la inhibicion del
transporte de electrones y la produccion de NADPH y ATP, lo que conlleva a una reducciéon de
carbohidratos y estrés oxidativo (Powles y Yu, 2010). En la Fig 4., se explica el mecanismo de

interaccion de la plastoquinona (PQ) y atrazina (ATR) con los aminoécidos.
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Fig. 4 Interaccién de la plastoquinona (PQ) y atrazina (ATR) con los amino&cidos con sitio
de unién de PQ de la proteina D1 (PSIl). (a) El sitio de unién de PQ mantiene un puente de
hidrégeno con His-215 y Ser-264 (b) ATR en el sitio de unién a PQ mantiene un puente de
hidrégeno con Phe-265 y Ser-264 ((esto evita la uniéon a PQ). La sustitucién de la Ser-264
con Alanina o Glicina remueve el puente de hidrégeno y previene la union de ATR.
Tomado de Powles y Yu, 2010.
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HIPOTESIS

Se puede construir un nuevo vector con todos los elementos necesarios para expresion estable de la

proteina hemaglutinina del virus de la influenza A HIN1 en el cloroplasto de Dunaliella salina

OBJETIVO GENERAL

Construccion de un vector de expresion para la proteina hemaglutinina (HA) del virus de la influenza A
H1N1 2009, para transformacién en el cloroplasto de Dunaliella salina por medio de biobalistica y

establecer un medio de seleccién para microalgas transformadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Cultivar e identificar a la cepa Dunaliella aislada de las lagunas saladas de San Quintin, Baja
California.
b) Sintetizar el gen de hemaglutinina (HA), el promotor atpA con su 5UTR y 3'UTR de del gen

psbA, optimizados para cloroplasto de Dunaliella salina
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c) Ligar el gen HA al vector pUC57 que contiene promotor y UTRs

d) Amplificar secuencias homologas psbA y psaA para la recombinacion en el cloroplasto de
Dunaliella salina y unirlas al vector atpA-HA para construir el cassette de expresion.

e) Hacer una mutacion puntual en la region 264 del gen psbA (S264A), para desarrollar un
marcador de seleccion potencial para el cloroplasto de Dunaliella salina basado en atrazina.

f)  Transformar por biobalistica el vector de expresion atpA-HA en el cloroplasto de Dunaliella
salina.

g) Seleccién de microalgas transformadas con el herbicida atrazina

METODOLOGIA

1.Descripcion del material biol6égico

Dunaliella salina es una microalga unicelular perteneciente a las clorofitas, descrita en 1905 por
E. C. Teodoresco. Es una microalga hal6fila muy utilizada en biotecnologia para obtener grandes
cantidades de biomasa, glicerol y carotenoides, principalmente f—caroteno (hasta 10% de su peso
seco), que es una fuente de vitamina A y antioxidante (Borowitzka, 1988). El glicerol, se utiliza en la
industria farmacéutica, cosmética y quimica, pues tiene propiedades antisépticas, humectantes y
espesantes, D. salina puede alcanzar una concentracion de hasta 50%. (DasSarma y Arora, 2001).

Carece de una pared celular rigida y los contenidos celulares se encuentran encerrados por una



b)

c)

d)

24

membrana plasmatica elastica que permite cambios rapidos en su volumen celular como respuesta

a cambios en la osmolaridad extracelular (Oren, 2005; Smith et al, 2010).

Taxonomia

Divisién: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Volvocales
Familia: Dunaliellaceae
Género: Dunaliella

Especie: Dunaliella salina (Teodoresco, 1905).

Caracteristicas morfolégicas. Mide de 8-25 p de longitud y de 5-15 p de ancho. Tiene un solo
cloroplasto con un centro de almidon rodeado por un pirenoide, mitocondria, vacuolas pequefias, un
nacleo y nucléolo. La célula se encuentra envuelta por una membrana plasmatica delgada y eléstica
recubierta por una superficie mucosa, la cual permite que la célula cambie de volumen en respuesta
a cambios en el ambiente. Se desplaza por medio de un par flagelos que estan situados en la parte

apical de la célula (Tawfig et al, 2010).

Reproduccion. Se pueden reproducir por division longitudinal de la célula moévil o por fusiéon de dos
células méviles que forman un cigoto (Lewis y McCourt, 2004; Oren, 2005). Se ha documentado la
reproduccién sexual en D. salina, asi como en otras especies de Dunaliella. Se ha observado la
formacioén de cigotos por la fusién de dos gametos del mismo tamafio, cuando hay una reduccion en
la concentracion de sal de un 10 a un 3%. El cigoto tiene una gruesa capa exterior que puede
soportar la exposicion a agua dulce y puede sobrevivir largos periodos de desecacién. Cuando se
rompe la envoltura celular del cigoto, éste germina y libera hasta 32 células hijas haploides (Oren,

2005).

Caracteristicas fisicoquimicas. Es una especie haléfila, se adapta a altas salinidades que van

hasta niveles de saturacion, su rango de tolerancia de NaCl va desde 0.05 M a 5.5 M. Lo anterior le
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permite crecer en cultivos libres de especies competitivas y de contaminantes bioldgicos. Tolera un
amplio rango de condiciones ambientales, que incluyen alta intensidad luminica, alta temperatura,

amplios rangos de pH y deficiencias de nitrégeno y/o fésforo (Cifuentes et al, 1996).

2. Aislamiento y cultivo de Dunaliella salina de San Quintin, B.C.
La microalga D. salina, se recolecté de las lagunas saladas de San Quintin dentro de la
Cooperativa Litoral de Baja California S.A. de C.V (LN: 30°31'12.37817212" y LO: 116°1'41.76155486")

en 2009, en donde se encontraba en un estado de estrés salino, con a una temperatura ambiental de 16

°C (Figi5).

Fig. 5. Lagunas saladas San Quintin, Cooperativa Litoral de B.C. S.A. de C.V. El pigmento
rojo se debe a la presencia de Dunaliella salina.

Para hacer los cultivos de D. salina que se manejaron en este trabajo, se utilizé un cultivo base en medio
Johnson Modificado (Borowitzka, 1988) (Anexo 1), de células individuales aisladas por el método de
micromanipulacién, cultivadas inicialmente en un volumen de 500ul y escalado a 100ml, a una
temperatura ambiental de 25°C y luz blanca continua de 40watts. A partir de ese cultivo, se prepar6 uno
nuevo de 1 litro, inoculando 100ml de microalgas, con una densidad de 10x10° cel mI™ en 900ml de
medio Johnson Modificado (JM) a 1.5 M de salinidad. Las células crecieron bajo condiciones de

iluminacién continua con luz blanca de 40 watts, a una temperatura ambiental de 25°C.

3. Extraccion de DNA de Dunaliella
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Para la extraccién de DNA, se probaron dos métodos, los cuales consistieron en 1) Aislamiento de
cloroplastos por medio de rompimiento celular por ésmosis con un buffer de sucrosa, centrifugacion en
un gradiente de Percoll (60/40/20%) y extraccion de DNA de cloroplastos aislados con proteinasa K y
fenol-cloroformo (Zachleder et al, 1989) y 2) Extraccién de DNA total de microalga por medio de una

extraccion con buffer CTAB y fenol-cloroformo:alcohol isoamil (Chen et al, 2001)

3.1 Aislamiento de cloroplastos por rompimiento con sucrosay gradiente de Percoll (60/40/20%).
Este aislamiento se llevé a cabo segun el método descrito por Zachleder et al en 1989. Se colectaron las
células por centrifugacion a 3,000g por 10 minutos a 4°C, se lavaron dos veces con buffer A (40mM Tris-
HCIl pH 7.5, 20mM KCI, 0.1M sucrosa, 5mM acetato Mg, 5mM EDTA, 10mM 2-mercapto-etanol,
100ug.ml™ cloranfenicol), el pellet se resuspendié con buffer A sin sucrosa y se incubé 1 hora a 4°C. La
lisis celular se sigui® con microscopio, hasta observar rompimiento de la célula y liberacion de
cloroplastos.

Las células lisadas se colocaron en la capa superior de un gradiente de Percoll (60/40/20%) y se
centrifugaron a 4, 200g, siguiendo el protocolo de Mason CB et al, 2006. Los cloroplastos, se tomaron de
la interfase entre 40-60% Yy tilacoides en la interfase de 20-40%.

Los cloroplastos vy tilacoides recuperados se resuspendieron en un buffer de (50mM EDTA, 0.1% SDS y
50ug.m|‘l de proteinasa K) y se incub6 la muestra a 55°C por 1 hora. EI DNA se extrajo con fenol-
cloroformo y se precipité con etanol a -20°C. Para observar el DNA extraido, se corrié una muestra en un

gel de agarosa al 1%.

3.2 Extraccion de DNA total de Dunaliella salina

El DNA de D. salina se aisl6 utilizando un método de CTAB (modificado de Chen et al, 2001). Las
microalgas de un cultivo en JM 1.5 M de 1L, en fase exponencial (1x106 cel ml'l), fueron centrifugadas a
12,000g por 10 minutos, resuspendidas en 500ul de buffer CTAB (0.1M Tris HCI pH 8, 1.4M NacCl,
0.01M EDTA, 2% CTAB y 2% B-mercaptoetanol) e incubadas por una hora a 65°C con inversiones
ocasionales. Se les agreg6 un volumen igual de fenol-cloroformo alcohol isoamil 25:24:1 v/v, se mezclé

en vértex durante 1 minuto, se dej6 en reposo de 1-2 minutos y parar separar las fases, se centrifug6 a
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12,000g por 15 minutos a 4°C. Se recuper6 la fase acuosa y se precipité con 2 volumenes de etanol
absoluto. Se centrifug6 a 20,850g por 30 minutos a 4-C. EI DNA se lavd con 1 ml de etanol al 70%, el
cual se dejo secar para finalmente resuspenderlo en 100ul de agua libre de nucleasas.

Del DNA total obtenido por CTAB, se amplificd una region del genoma del cloroplasto de 680
pares de base, entre los genes psaA y psbA de aproximadamente 680 pares de bases, para lo cual se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos (primers): Forward: 5’-cggaattccgcccgcectageccttaggega-3' y
Reverse 5’-cgtgagggcggcgcgctaagtcg gttcctggte-3’). La amplificacion se realiz6 bajo las condiciones
estdndares de PCR de la enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Tabla ).

Tabla I. Amplificacién de un fragmento de region intergénica (psaA-psbA) a
partir de tDNA de D. salina.

Iniciacion 94°C 1:15 min
35 ciclos
Desnaturalizacion 94°C 25 seg
Alineamiento 58°C 25 seg
Extensién 68°C 1 min
Elongacion final 68°C 10 min

4 . ldentificacion molecular de Dunaliella de San Quintin, B.C.

4.1 Amplificaciéon y secuenciacion de laregion 18S DNAr de Dunaliella.

Las técnicas moleculares para estudios taxondmicos en Dunaliella abarcan los genes de 18S
ribosomal RNA y regiones espaciadoras transcritas internas (ITS's), basadas en comparaciones de
secuencias de genes asi como en estudios de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion.
Gracias a las secuencias del gen 18S DNAr, se puede diferenciar entre las especies del género
Dunaliella, tales como D. salina, D. parva, D. tertiolecta y D. bardawil que contienen uno, dos y cero
intrones, respectivamente, que es en donde residen sus principales diferencias. (Olmos et al, 2000).

Para identificar correctamente a la cepa obtenida de la laguna de San Quintin, la cual por sus
caracteristicas morfolégicas y fisiologicas indicaban que podia tratarse de D. salina, se amplificé una

region del 18S rRNA de 1,770 pares de bases, a partir de DNA total utilizando los primers MA1 y MA2,
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disefiados a partir de secuencias conservadas del 5’ y 3’ terminal del 18S rRNA de varias especies de
Dunaliella (Olmos et al, 2000; Hejazi MA et al, 2010).

Tabla 1. Reactivos y volimenes requeridos para la PCR del 18S DNAr de Dunaliella

Reactivos pl

Buffer PCR 10x 2.5

dNTPs (10mM) 0.5
*MAL (25um) 0.25
*MA2 (25um) 0.25

DNA total (590ng/ul) 1
Fideli Taq DNA polimerasa 0.125
H,O 20.37

Volumen final 25

*MA1: 5-cgggatccgtagtcatatgcettgtctc-3’
*MAZ2: 5-cggaattccttctgcaggttcacc-3’

Tabla 2. Condiciones de amplificacion de la region 18S DNAr de Dunaliella

Ciclos Temperatura Tiempo
Ciclo inicial 95-C 1 min
95-C 30 seg

30 ciclos 55-C 30 seg
68-C 2 min
1 ciclo 68-C 5 min

El producto de PCR se envi6 a secuenciar a Eton Bioscience Inc. utilizando los primers MA1 y MA2.

4. Sintesis del gen de la proteina hemaglutinina (HA)

Se disefié una secuencia de 1,754 bases de la proteina HA del virus de la influenza A H1N1, a partir
de la secuencia de HA A/Mexico/4486/2009(H1N1) (GQ149623.1) publicada en GenBank (Anexo 2) y se
sintetizé con la compafiia GenScript. Esperando el mejor rendimiento de la recombinacion en cloroplasto,
se cambiaron los codones de la proteina original, optimizandolos con la frecuencia de codones mas
utilizada en D. salina (Nakamura et al, 2000; Franklin S et al, 2002; Surzycki et al, 2009). La secuencia
sintetiza se integré al vector de clonacion pUC57 que contiene el gen bla, el cual le confiere resistencia a
ampicilina (Fig. 6): Se le agreg6 un sitio de restriccion en 5’ para la enzima Ncol (5°CCATTG 3°), un

codon de inicio (ATG), después una marca de 6 histidinas (5"CATCATCATCATCATCAT 3°), una marca



29

de enteroquinasa (DDDDK), la cual permite recuperar la proteina después de la purificacién sin la marca
de histidinas. En el extremo 3" de la secuencia, se le adiciond un sitio de corte para la enzima Pstl

(5"CTGCAG3") y doble codon de stop (TGA y TAA).

—— TCTRAGAT GACCCAAT - GACCCAAT ATCGGATCE —

¥ba I BanH I

puUC57
(2710bp)

Fig 6. Mapa del vector pUC57-HA sintetizado (1754 pb), clonado entre los sitios de restriccion
Xbal y BamHI.
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Fig. 7. Secuencia de hemaglutinina (HA) optimizada para cloroplasto.

6. Sintesis del promotor atpA y UTRs.

Para que los transgenes expresen correctamente a las proteinas recombinantes, éstos deben
contener elementos genéticos requeridos por la maquinaria del cloroplasto, que son promotores
enddgenos y regiones no traducidas de los genes (UTRs), tanto 5-UTR y 3’-UTR, los cuales son
insertados en el genoma del cloroplasto por recombinacion homéloga.

Existen reportes sobre el uso de distintos promotores endégenos como: atpA, psbA, psbD y rbcL y sus
respectivos UTRs. De los existentes, los que han mostrado tener la mejor tasa de transcripcion y
traduccién (altos niveles de acumulacion de mRNA y proteina), son el promotor y 5’-UTR del gen atpA
en combinacion con el 3’'UTR del gen psbA. Debido a lo anterior, se seleccionaron para su sintesis el
promotor y 5’UTR del gen atpA y el 3’'UTR del gen psbA.

Se analizaron las secuencias existentes en la base de datos del gen psbA y atpA de Dunaliella salina. La
primera pertenece al genoma completo de Dunaliella salina CCAP 18/19 (GQ250046.1) y la segunda al
gen de la ATPasa subunidad alfa (atpA) y promotor de D. salina (EU590119.1), a partir de las cuales, se
establecieron las secuencias que flanquean dichos genes para determinar la secuencia del promotor y
extremo 5’UTR del gen atpA (499 pb) y el extremo 3’'UTR del gen psbA (457 pb). A la secuencia sintética
(sintetizada en GenScript), se le agreg6 un sitio de restriccion para Kpnl a cada extremo de la secuencia,
asi como también los sitios de restriccién para Ncol y Pstl, que se encuentran internamente, los cuales

permitirdn que el gen HA se integre dentro de los UTRs (Fig. 8).
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7. Ligacién de HA con promotor atpA y UTRs.

7.1 Transformacién del vector pUC57-HA en DH5a.

Se prepararon células E. coli DH5a quimicamente competentes con cloruro de calcio (CacCl,). Las células
competentes se transformaron con 200ng/pl del vector pUC57-HA siguiendo el protocolo de Sambrook,
et al (1989). Las bacterias transformadas se seleccionaron en medio liquido de Luria Broth con
ampicilina (50ug/ml) y se cultivaron a 37-C por 12 horas, después de las cuales se realizd la extraccién
de DNA plasmidico siguiendo el protocolo del kit de extraccion miniprep de Promega.

Para comprobar integracion del vector pUC57-HA en DH5q, se realiz6 una digestién de 20ul de volumen,
utilizando las enzimas de restriccion Ncol y Pstl, las cuales cortan el gen HA, dejdndolo con las puntas
pegajosas, que después se utilizaran para integrar el gen HA al vector puc57-atpA que contiene el
promotor atpA y UTRs. La digestion se observd en un gel de agarosa al 1%, del cual se cortaron las
bandas de tamafio correspondiente a HA (1,754 pb) y se purificaron del gel con el método de “Freeze ‘N
Squeeze” utilizando columnas Bio-Rad®. Las clonas positivas se criopreservaron en LB-glicerol a -80-C

hasta su utilizacion.

7.2 Ligacion de HA al vector pUC57-atpA

El gen HA purificado, se ligé al vector pUC57-atpA, mediante transformacion quimica por CaCl, en
células competentes DH5a, utilizando la relacion 3:1 inserto: vector. Las clonas transformadas, se
seleccionaron en medio LB-agar con 50ug/ml de ampicilina después de una incubaciéon a 37°C por 12
horas. Se extrajo DNA plasmidico de las colonias positivas con kit de extraccion miniprep de Promega y
se realizd una digestion con las enzimas Ncol y Pstl para comprobar la integracion de HA al vector

pUCS57-UTRs.

8. Obtencidn de secuencias homologas.
La ventaja que tiene la expresidn en cloroplasto, es que se puede dirigir la integracion del gen
heter6logo en un segmento especifico del genoma del cloroplasto mediante recombinacién homéloga.

Esto se debe a que se utilizan fragmentos o regiones homadlogas de genes del cloroplasto para flanquear
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Para dirigir el cassette de expresiéon de HA, se eligi6 una seccidn del genoma del cloroplasto que

comprende el espacio intergénico entre los genes psaA y psbA, asi como el gen psbA, que comprende la

secuencia de la proteina D1. Estos elementos, se

utilizarAn como un método de recombinacién

homologa y dirigida para integrar el gen de HA en el genoma plastidico sin afectar otros elementos

genéticos. También funciona como un método de seleccion y homogenizacion del genoma dentro de la

microalga, pues al hacer una mutacién en el gen psbA, este fragmento puede emplearse como un

método de seleccién para atrazina.

8.1 Amplificacién de la secuencia homéloga psbA

Se disefiaron los oligonucleétidos FD1-25 (5- ccaagtgtttaatacacgaccgtttgagtctacaac 3) y RD1-25 (5*-

tggatcacttcaactgaaaaccgtttatacatcggt-3’), a partir de la secuencia del gen psbA de Dunaliella salina

CCAP19/18 (GQ250046.1). Con dichos primers, se amplificé una region de 893pb a partir de DNA total

de D. salina (Tabla 3 y 4). Esa region abarca la secuencia de la proteina D1 del fotosistema Il de D.

salina y una serina en la posicién 264 (TCA) (Fig.|9), la cual, una vez cambiada por alanina (GCA) se

espera que genere resistencia contra el herbicida atrazina.
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Fig 9. Secuencia psbA de Dunaliella salina CCAP19/18 (GQ250046.1). El color rojo y azul marcan el inicio y final
de la region recombinante. La flecha verde indica el aminoacido serina en la posicion 264, a la cual se hara la

mutacion.

Tabla 3. Reactivos y volimenes requeridos para la PCR del gen psbA
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de Dunaliella salina.

Reactivos ul

Buffer PCR HF 10x 5
dNTPs (10mM) 1
*FD1EcoRI (25um) 1
** RD1Xbal (25um) 1
DNA total 1
Platinum Tag DNA polimerasa HF 0.2
H,O 40.8
Volumen final 50

FDI-25 (5~ ccaagigfttaatacacgaccgttigagictacaac 37
**RD1-25 (5™ tggatcacttcaactgaaaaccgtttatacatcggt-3’)

Tabla 4. Condiciones de amplificacién del gen psbA de Dunaliella salina.

Ciclos Temperatura Tiempo
Ciclo inicial 94-C 2 min
94-C 30 seg

35 ciclos 55-C 30 seg
68°C 1 min

1 ciclo 68°C 5 min

El producto de PCR se ligd al vector de clonacion pGEM-T Easy de PROMEGA y se transformé en
células competentes DH5a. Se obtuvo DNA de las clonas positivas con el kit miniprep de Promega y se
les realizd una digestién con enzimas de restriccion EcoRIl y Xbal para comprobar la ligaciéon al vector

pPpGEM-T Easy.

8.2 Mutacién puntual en el gen psbA para resistencia a atrazina.

Se disefiaron dos primers (D1fwd y Dlrev) y se purificados por PAGE. Estos primers, contienen la
mutacion deseada de Serina (TCA) por Alanina (GCA), la cual sustituye el aminoacido Serina en la
posicion 264 en la secuencia de psbA (D1), que se encuentra dentro del vector pGEM T-easy. La
mutacion se llevd a cabo con el kit de mutagénesis dirigida (QuikChange® Il), por medio de una PCR
(Tabla 5 y 6). Inmediatamente después de la amplificacion, a la reaccién se le agreg6é 1ul de Dpnl
(20U/ul) y se incub6 1 hora a 37-C. Después de la incubacidn, el producto (2 ul) se transformé en células
XL1blue quimicamente competentes siguiendo el protocolo de de Sambrook, et al (1989), incubando las

células en medio S.0.C, las cuales se estriaron en placas de LB con ampicilina (50ug/ml) y se dejaron en
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cultivo a 37°C, por 12 horas. Las colonias positivas a la transformacién, se cultivaron en medio liquido LB
con ampicilina y se les extrajo DNA con el kit miniprep de Qiagen para secuenciar y comprobar la

mutacion.

Tabla 5. Reaccién de amplificacién de mutagénesis dirigida de la serina

Reactivos pl
Buffer 10x 5
dsDNA (45ng/ul) 1
*D1Fwd (125ng/ul) 1
*D1Rev (125ng/ul) 0.54
dNTP Mix 1
H,O bi-destilada 42
Volumen final 50

Pfu Turbo DNA polymerase (2.4U/ul) 1

FDI-25 (5~ ccaagigiitaatacacgaccgiigagictacaac 3

**RD1-25 (5- tggatcacttcaactgaaaaccgtttatacatcggt-3’)

Tabla 6. Parametros de los ciclos para la mutagénesis dirigida de la serina.

Segmento Ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95°C 30 seg
2 16 95-C 30 seg
55°C 1 min
68-C 5 min

8.3 Amplificacién de la secuencia homéloga psaA
Se disefiaron los primers rrfwd28 y rrrev28 basados en la secuencia de D. salina 18/19
(GQ250046.1), para amplificar parte de la secuencia intergénica entre los genes psaA y psbA de 1,071

pb. Este fragmento se ligé temporalmente en el vector pGEM T-easy y se transformé en células
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competentes DH5a. Para comprobar la ligacién, se corté con la enzima Pstl que libera el fragmento
ligado a pGEM T-easy y una vez que se corrobord que el fragmento estuviera ligado, se envié a
secuenciar para comparar la secuencia amplificada con la publicada en la base de datos (D. salina
18/19).

Tabla 7. Reactivos y volimenes requeridos para la PCR de psbA-psbA de Dunaliella salina.

Reactivos pl
Buffer PCR HF 10x 5
dNTPs (10mM) 0.5
*rrfwd28 (20um) 1
**rrev28 (20um) 1
DNA total (=300ng/pl) 2
HotStart-IT FideliTaq 0.5
H,O 42
Volumen final 50

*TTWa28 (5~ gelgatatcatcaaccgtgctaac- 3

*rrev28 (5- gtaactcatccgaagaagtcaacac -3))

Tabla 8. Condiciones de amplificacién de psbA-psbA de Dunaliella salina.

Ciclos Temperatura Tiempo
Ciclo inicial 94-C 2 min
94-C 30 seg

35 ciclos 50-C 30 seg
72°C 1 min

1 ciclo 68-C 5 min

9. Ligacién de secuencias homdlogas al vector pUC57-atpA-HA: Construccién del cassette de
expresion de HA.

Para ligar las secuencias homélogas al vector pUC57-atpA-HA, se utiliz6 el kit de clonacién
Geneart® de la compafia Invitrogen. Este sistema puede clonar fragmentos en cualquier vector
linearizado de E. coli. Contiene una mezcla de enzimas que ensamblan fragmentos de DNA que
comparten una homologia de 15 pares de bases, que se puede crear mediante un PCR de amplificacién.
La ventaja es que no necesita la utilizacién de ligasas o enzimas de restriccién, tampoco de sitios de

recombinacion pre-existentes o secuencias adicionales.
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9.1 Ligacién de la secuencia homologa psbA al vector pUC57-atpA-HA

Para ligar la secuencia psbA al vector, se utilizaron las mismas secuencias de los oligonucleétidos que
amplifican la secuencia homéloga psbA y se le agregaron 15 bases de homologia con el vector pUC57-
atpA-HA (de 5,400pb) y un sitio de restriccion para la enzima Hindlll.

Primero se lineariz6 el vector con Hindlll y se purificé con el kit AccuPrep PCR Purification Kit. Asimismo,
se linearizo el vector pGEMTeasy-psbA con Pstl. Teniendo ambos vectores linearizados, se utilizaron los
primers Infl-Hindlll e Inf2-Hindlll para, mediante PCR, agregarle 15 bases de homologia a la secuencia
homoéloga psbA, siguiendo el protocolo de amplificacion utilizado anteriormente (Tabla 3 y 4), pero con la
enzima HotStart-IT FideliTaq (Tabla 9 y 10). Del producto de este PCR, se tomaron 5l sin purificar y se
le agregaron 2ul de Cloning Enhancer Clontech® y se incubd por 15 min a 37°C y a 80-C por 15 min.
Después de la incubacion se hizo la siguiente reaccion: 2ul de 5X In-Fusion Buffer, 1 pl de Enzima In-
Fusion, 2 ul de Vector puc57-HA-utrs linearizado, 1 pl inserto tratado con Cloning Enhancer y 4 ul de
dH,O, esta reaccion e incubd 15 minutos a 37°C, 15 minutos a 50-C y después en hielo, después se
llevé a un volumen de 50ul con buffer TE (pH 8) y se realiz6é una transformacion en células competentes
DH5aq, las cuales se estriaron en placas con ampicilina (50ug/ml) y se dejaron creciendo 12 horas a
37-C. A las colonias que crecieron, se les extrajo DNA con el kit miniprep de Qiagen. Se hizo digestion

del vector con Hindlll para comprobar su integracién y también se envié a secuenciar a Eton Bioscience.

Tabla 9. Reactivos y volimenes de la PCR para agregarl5 bases de homologia a la secuencia psbA.

Reactivos ul
Buffer PCR HF 10x 5
dNTPs (10mM) 0.5
*Inf1-HindIll (20pm) 1
** Inf2-Hindlll (20pm) 1
DNA total (=300ng/pl) 2
0.5

H,O 42
Volumen final 50

TTI-HINdIT (5 - gcctgcatgcaagctt gtaacicatccgaagaagtcaacac -3
** Inf2-Hindlll (5- tgattacgccaagctgctgatatcatcaaccgtgctaac -3°)

La parte sombrada representa a la secuencia complementaria al gen de interés



39

Tabla 10. Condiciones de amplificacion para agregarl5 bases de homologia a la secuencia psbA con el
kit Geneart®

Ciclos Temperatura Tiempo
Ciclo inicial 94-C 2 min
94-C 30 seg

35 ciclos 50-C 30 seg
72-C 1 min

1 ciclo 68-C 5 min

10. Ensayo de sensibilidad de Dunaliella salina a atrazina

La selecciéon de microalgas transformadas con HA en cloroplasto, se espera que se haga mediante el
cultivo de D. salina con el herbicida atrazina. Para conocer la concentracion minima de atrazina que
inhibe el crecimiento de D. salina, se realizaron por triplicado cultivos de 5ml de volumen con medio
Johnson Modificado a una concentracion de sales de 1.5M. Se prepar6 una solucion stock de atrazina en
100% de acetona y se administré a los cultivos en concentraciones de 50, 100, 200, 400 y 800 ug/L,
dejando en cada uno, un volumen final de 0.1% de acetona. Para verificar que la concentracion de 0.1%
de acetona en el cultivo, no afecta el crecimiento de las microalgas, se realiz6 un cultivo control con

acetona al 0.1% sin atrazina.

12. Transformacion con biobalistica
A excepcion de la preparacion de cultivos de D. salina, todo el experimento de
biobalistica se llevd a cabo Scripps Institution of Oceanography, UCSD, en el

laboratorio del Dr. Mark Hildebrand.

12.1 Preparacion de microalgas para bombardeo

Las microalgas se cultivaron en medio liquido Johnson Modificado a 1.5 M de NaCl, hasta fase
exponencial (a los 6 dias de crecimiento) (Fig. 20). También se prepararon cajas de agar 1.5% con
medio JM a 1.5M y cajas con Johnson Modificado 1.5 M con atrazina a 400ug/L para seleccionar

transformantes.
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cultivo Johnson Modificado 1.5M en fase
exponencial.

12.2 Recubrimiento de tungsteno con el vector atpA-HA
Se utilizaron particulas de tungsteno como microacarreadores para recubrir el DNA (vector atpA-HA), las
cuales lo ayudaran a integrarse dentro del cloroplasto. Las particulas de tungsteno utilizadas fueron M-17

Bio-Rad® de 1.1um de diametro y se lavaron con el siguiente protocolo:

1) En un tubo de 1.5ml se resuspendieron 10mg de particulas de tungsteno en
500ul de etanol.

2) Se centrifugaron 30 segundos en una microcentrifuga a alta velocidad.

3) Se resuspendio el pellet en 250ul de etanol

4) Se dio vortex vigorosamente por 2 minutos
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5) Se centrifugd por 30 segundos
6) El pellet se lavd 3 veces con 250ul de agua estéril y al final se resuspendié en
150pl de agua.

7) Se dividieron en alicuotas de 50ul y se guardaron a -20-C.

Para cubrir las particulas de tungsteno con el DNA, se utilizé el siguiente protocolo:

1) Los tubos con las alicuotas de 50ul de tungsteno, se colocaron en vortex y
mientras se encontraban en movimiento, a cada uno se le agregaron: 5ul de del
plasmido (1ug/ul), 50ul de CaCl;, (2.5M) y 20ul de espermidina (0.1M).

2) Se dio vortex por 3 minutos

3) Se centrifugo por 10 segundos y se removio el sobrenadante

4) Se resuspendio el pellet en 250pul de etanol

5) Se dio vortex por un minuto y se centrifugd 10 segundos para remover
sobrenadante.

6) Se resuspendié en 50ul de etanol.

12.3 Preparacion de las células para bombardeo en caja petri
Para realizar el bombardeo, se colocé una capa de microalgas en placas de agar con medio de
cultivo JM de 1.5M sin seleccion, por lo cual, se centrifugé el cultivo de microalgas a 3,000g por 10
minutos y se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo (Fig:d1), la concentracién final de células
fue de 1X10%cel/ml en cada caja. Utilizando una espétula de plastico, se estriaron las células en las

cajas de petri, formando una capa densa de células (Fig.12)
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Fig. 11. Microalgas resuspendidas en 2ml de medio JM 1.5M, a una
concentracion de 1X10° cel/ml.

e

Fig. 12. Espatulado de microalgas en caja petri para su bombardeo (arriba). Se muestran las cajas
listas para bombardeo con una capa de microalgas (abajo).
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12.4 Bombardeo
Para realizar el bombardeo de microalgas, se utilizé el equipo de biobalistica PDS-1000/He de
Bio-Rad® (Figill3). Primero se desarmaron las piezas y se limpi6 el equipo con etanol al 70%. Se

esterilizaron los microacarreadores de 450psi y la pantalla de stop.

Tapa de retencién
del disco de ruptura

Ensamblaje del
microacarreador

L’( >
Fig 13. Se muestra el equipo de biobalistica PDS-1000/He Bio-Rad®

En esterilidad, se agregaron 10ul de las particulas de tungsteno recubiertas con

DNA en el centro de los microacarreadores (Fig. 14). Los discos de ruptura se

lavaron con isopropanol absoluto momentos antes de realizar el bombardeo, se

colocaron en la tapa de retencion para disco de ruptura y se ensamblaron en el
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equipo de biobalistica, al igual que la unidad de soporte del microacarreador con la
pantalla de stop (Fig. 45). Una vez ensamblado todo el equipo, se colocé la caja
petri (sin la tapa) a una distancia de 6 cm y se hicieron disparos a una presion de

450 psi (Fig. 26). Los disparos se hicieron de acuerdo a la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de bombardeo

Vector Blanco Condiciones Numero de psi Distancia
vector disparos
atpA-HA Cloroplasto Plasmido 2 450 6cm
cerrado
atpA-HA Cloroplasto Plasmido 2 450 6cm
linearizado
atpA-HA Cloroplasto Mezcla 1 450 6cm
50% plasmido
cerrado/ 50%
linearizado

Después de los disparos, se agregé a cada caja 2 ml de medio de cultivo sin seleccion.
Después de una hora, se colectaron las células de la caja petri con una pipeta y se
colocaron en tubos estériles de 15 ml. Las microalgas se dejaron en cultivo por 24
horas bajo iluminacion constante. Este paso se realiza para que las células se
recuperen después del bombardeo. Después de las 24 horas, una parte de las células
recuperadas (200ul por caja) se estrio en cajas de petri con medio JM 1.5M y atrazina a
400 pg/L. La otra parte de las células, se cultivé en tubos por triplicado con medio

liquido JM 1.5 M con 200 ug/L y 400 ug/L de atrazina y un control sin atrazina



Fig. 14. En esterilidad, se agregaron 10ul de tungsteno con DNA
a cada microacarreador, cada uno sirve para un disparo.

Fig. 15. Ensamblaje de la unidad de soporte del microacarreador con la pantalla de stop.
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Despueés
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Fig. 16. Diagrama donde se muestra el proceso de bombardeo y los componentes del

equipo.

Fuente: Catalogo Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System Bio-Rad®
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RESULTADOS

1. Cultivo de Dunaliella salina

La microalga D. salina, aislada de San Quintin, fue cultivada en el medio Johnson
Modificado (Anexo 1) con una concentracion de NaCl de 1.5 M, con luz blanca
continua de 40 watts y a una temperatura ambiental de 25°C. La Fig.17,muestra la
cinética de crecimiento de D. salina, con un cultivo inicial de 14,950 cél/ml, se alcanza

la fase exponencial al segundo dia y el quinto dia comienza la fase estacionaria.

Las tasas de crecimiento fueron calculadas a partir de recuentos diarios de células,
utilizando la siguiente formula P2 = [In(Ny) - In(No)])/In2 (t - tp), donde N es la densidad

celular en el tiempo t (expresado en dias) (Tabla 12)

1400000

1200000

1000000

800000

cél/ml

600000

400000

200000

o
-
%]

3 4 5 6
Tiempo (dias)

Fig 17. Curva de crecimiento de Dunaliella salina cultivada en Johnson Modificado 1.5 M.
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Tabla 13 . Recuento celular. Concentracion celular, In y tasa de crecimiento (l,), de un cultivo
de Dunaliella salina en medio Johnson Modificado a 1.5M

Dia N (cél/ml) Ln N Tasa de
crecimiento (M)
0 14950 9.612 --
1 33400 10.416 1.597
2 171200 12.05 2.3577
3 262550 12.478 0.6169
4 681850 13.432 1.3768
5 1123750 13.932 1.3494
6 1198720 13.996 1.3287

2. Extracciéon de DNA total de Dunaliella

De los tres métodos probados para obtener DNA de Dunaliella, que nos
permitiera amplificar regiones del genoma del cloroplasto, los resultados del
aislamiento de cloroplastos no fueron los esperados, ya que no se logré extraer
DNA eficientemente (Fig.18). Ademas, estas técnicas son mas costosas y
meticulosas por los reactivos que se utilizan. Con la extraccion de DNA total por
medio de CTAB, se lograron amplificar regiones del genoma del cloroplasto
eficientemente. Por lo tanto, se decidio utilizar este método para realizar todas

las extracciones de DNA requeridas.

2.1 Aislamiento de cloroplastos por gradiente de Percoll

Para lisar a las microalgas por 6smosis, se lavaron con buffer de sucrosa
a 0.1 My después en un buffer sin sucrosa. Como se observa en la Fig.19 las
células no se lograron romper completamente. Después del lisado, las células
se colocaron en un gradiente de Percoll (60/40/20%) y se centrifugaron a

4,200g, después de la centrifugacion fue dificil la recuperacién de los
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cloroplastos (interfase entre 40-60%), utilizando con una pipeta de punta fina

(Fig. 20)

. ) O 7 ' R TR L EALLY
Fig. 19 Rompimiento de microalgas por 6smosis con sucrosa. (a) Células enteras, al
primer lavado de buffer con sucrosa. (b) Apenas se observa lisis celular, después de la
incubacion con buffer sin sucrosa.

Fig.20 Gradiente de Percoll (60/40/20%)
(a)Suspensién de microalgas lisadas con sucrosa
colocadas en el gradiente de Percoll. (b) Después de
la centrifugacion se observa la separacion de
cloroplastos (interfase 40-60%) y tilacoides (interfase
20-40%).
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Fig.21 Extraccion de DNA de cloroplasto de
D. salina por el método de sucrosa y Percoll.
(1-2) DNA cloroplasto. (3) Marcador de peso
molecular de 1 Kb. Gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio.

3. Extraccion de DNA total de Dunaliella salina
Para conocer la calidad del DNA total extraido, se amplificé una region del genoma del

cloroplasto de la region intergénica psaA-psbA de 680 pb (Fig. 22)
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Fig.22 Amplificacidn la regién intergénica psaA-psbA a
partir del DNA total de D. salina extraido con CTAB. (1
y 5) Marcador de peso molecular de 10Kb. (2-4),
fragmento de Rl de 680pb. Gel de agarosa al 1%,
teflido con bromuro de etidio.

Identificacion molecular de Dunaliella salina de San Quintin B. C

Para la identificacion, se utilizaron los primers conservados MA1l y MA2,
los cuales se sabe que para la especie D. salina, amplifican un tamafo de
1,770pb. El tamafio obtenido corresponde al reportado para la especie

(Fig.23)
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Fig.23 Identificacion del 18s rDNA de D.
salina. (1) Marcador de peso molecular de 1
Kb. (2), Amplificacién con los primers MALl y
MA2 (1,770 pb). Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.

5. Secuenciacion de laregion 18S rDNA
Se secuencié (Eton Bioscience) el producto de PCR obtenido de la
amplificacion del 18S rDNA de la cepa de San Quintin, con los primers MAly
MAZ2. La secuencia enviada se compar6 con la de D. salina (M84320), la cual
fue una de las secuencias de Dunaliella sp. con la cual se basaron para el

disefio de los primers. (Fig. 24).
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Fig. 25 Alineamiento de la secuencia de la microalga de San Quintin (D. salina SQ MA1) y la secuencia
publicada en la base de datos del 18S ribosomal de Dunaliella salina (D. salina M84320.1). Con el primer M1
se secuencio desde el residuo de aminoacido 16, hasta el residuo 212, encontrdndose una similitud del 100%.
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Fig.26 Alineamiento de la secuencia de la microalga de San Quintin (D. salina SQ MA2) y las secuencias
publicadas en la base de datos del 18S ribosomal de Dunaliella salina (D. salina M84320.1) y D. salina 19/18
(EF682843.1). Con el primer M2 se secuenci6é desde el residuo de aminoacido 525, hasta el residuo 700,
encontrando una similitud del 98.28%.
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6. Transformacion del vector pUC57-HA en DH5a
Para comprobar la transformacion del vector pUC57-HA en células DH5q,
se realizé una digestion con las enzimas Ncol y Pstl, las cuales flanquean la secuencia de la
proteina HA y que se utilizaron para insertar HA al vector pUC57 que contiene el promotor

atpA y los UTRs. La digestién fue observada en un gel de agarosa al 1% (Fig. 27)

Fig. 27 Digestion enzimatica de pUC57-HA con Ncol y Pstl.
(1-2) pUC57-HA sin cortar. (3) Marcador de peso molecular de
1Kb. (4-6) Fragmento de HA (1754) y pUC57 (2,710 pb). Gel de
agarosa al 1%, teflido con bromuro de etidio.

7. Ligacion de HA con promotor atpA y UTRs

Se prob6 la integracién de HA al vector pUC57 que contiene el promotor atpA y los UTRs,
en E. coli DH5q, la cual se realizé por medio de una digestion con las enzimas de restriccion
Ncol y Pstl, observando el peso molecular en un gel de agarosa al 1%. Se obtuvieron dos

fragmentos, uno de 1,754 pb correspondientes a HA y otro de 3,666 pb correspondientes al

vector pUC57 (Fig.28).
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Fig.28 Ligacion de HA con el promotor
atpA y los UTRs en Dh5a. (1) Marcador
molecular de 1Kb. (2). pUC57-UTRs (3,666
pb) y HA (1,754 pb). Gel de agarosa al 1%,
tefiido con bromuro de etidio.

7.1 Secuenciacién del vector pUC57-atpA-HA

Para comprobar la ligacién del gen HA con el promotor y regiones UTRS, se verifico la
secuencia en Eton Bioscience Inc (Fig.29)

HO-puc02-HA-MI3F 0 TATAARCTATTTGT TTCTATCATATCCCT T TARCARGARARARART T TTTTTCCATGGATCATCATCATCATCATCATGATGATGATGATARRATGAARGCTATTTTAGTTGTTTTATTATATACATTTGCTACAGCTRACGCTGATACATTATGTATTGGTTATC)
HO-pucO2-HA-M1ZF_EO2 TATARRCTATTTOTTTCTATCATATCCCTTTARCARGARAARRRARATTTTTTTCCATGGATCATCATCATCATCATCATOATOATGATGATARAATGARARGCTATTTTAGTIGTTTTATTATATACATTTGCTACAGCTARCGCTGATACATTATGTATTGGTTATC
UTRS TRATAARRCTATTTGTTTCTATCATATCCCTTTARCAAGARARRARARTTTTITTTC
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8. Obtencion de la secuencia homoéloga psbA

La secuencia homodloga basada en el gen psbA, se obtuvo con los primers
FD1EcoRIl y RD1Xbal, a partir de DNA total de D. salina. Se obtuvo el

tamano esperado de 838 pb (Fig. 30)

Fig.30 Amplificacion de la secuencia homdloga
psbA, con los primers FD1EcoRI y RD1Xbal.
(2 y 3). Marcador molecular 1Kb. (2 y 4)
Fragmento de 883 pb (flecha) correspondiente
a la region de psbA. Gel de agarosa al 1%,
tefiido con bromuro de etidio.
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Fig.31 Digestion del vector pGEM-T easy-psbA con EcoRl y Xbal.
(1, 2, 5y 6) Clonas de bacterias que contienen el vector pGEM T-
easy (3015pb) y psbA (838pb). (3) Muestra clona negativa a la
ligacion. (4 y 7). Marcador de peso molecular de 1Kb. Gel de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

7.1 Secuenciacion de pGEM-T easy-psbA

Una de las clonas que contenian la ligacion de pGEM-T easy-psbA, se envio a secuenciar a Eton
Bioscience con los primers estandares M13 F y M13 R. La secuencia enviada se alined con la secuencia
de psbA (proteina D1) de D. salina 19/18 (GQ250046.1) (Fig. 32). Al hacer la traduccion a proteina, se

observo que la secuencia de aminoacidos se conserva.
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9. Obtencion de la secuencia homologa psaA
La secuencia homodloga basada en la region intergénica de psaA y psbA,
se obtuvo mediante la amplificacion con los primers rrfwd28 y rrrev28,
usando como templete DNA total. El fragmento que se obtuvo fue de 1,017
pb (Fig. 34), el cual se ligé al vector pGEM T-easy. Para comprobar la

ligacion, se hizo una digestion con la enzima Pstl (Fig. 35)

Fig.34 Amplificacion de la secuencia
homdloga psaA, con los primers rrfwd28 vy
rrrev28. (1) Fragmento de 1,070 pb
correspondiente a la regiéon de psaA. (2)
Marcador molecular 1Kb. Gel de agarosa al
1%, tefiido con bromuro de etidio.
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10.Mutacién puntual S264A en el gen psbA pararesistencia a atrazina

Se hizo una mutacién puntual mediante PCR, en el aminoacido Serina, posicion 264, y se
sustituyé por Alanina utilizando los primers D1fwd y D1rev en la secuencia del gen psbA (D1).
Las bacterias que crecieron, después de la transformacion con el vector mutado, se

secuenciaron para comprobar la mutacion (Fig. 36)
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Fig.36 Cromatograma que muestra la secuenciacion doble hebra de psbA (renglones 1y 2)
comparada con las secuencias mutadas (renglones (3-6). Subrayado en negro, se indica la
mutacién (cambio de TCA a GCA).
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Fig. 38 Se muestra la linearizacion del vector pUC57-HA
UTRs con Hindlll. Marcador molecular. 4-5 Amplificacion de
psaA

11.Ligacién de secuencias homologas al vector puc57-atpA-HA: Construccion

del cassette de expresion de HA
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Hindlll
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[ = protein coding [l = rRNA coding
H = tRNA coding B = group-! intron
M = group-ll intron [ = intronic ORF
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Fig. 39 Genoma del cloroplasto de Dunaliella salina. Dentro del triangulo se
observan los genes psaA y psbA. Imagen tomada de Fuente original: Smith et al,
2010.
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Se logré la transformacion, crecieron aproximadamente 100 colonias en LB con
ampicilina. De las colonias que crecieron se rastrearon primero 10 colonias, a las cuales se
les extrajo DNA y se realizé una digestién con Hindlll para liberar el inserto (Fig. 40). Aunado
a esto, se envio a secuenciar el fragmento ligado con los primers M13 R y rrfwd28. Estos

primers se unen al vector en el sitio de clonacion y a la region 5° de psaA, respectivamente.

Fig. 40 Digestion del vector atpA-HA completo. (1 y 2)
Digestién con Scal (lineariza al vector), enzima interna
del psbA. (3) Vector sin digerir. (4) Marcador molecular
de 100pb. (5) Digestion con Pstl y Ncol, se observa la
HA (1,744), UTRs y pUC57. (6) Digestién con Hindlll, se
observa psaA (1,071 pb). (7) Digestion con Sacl
(lineariza el vector).

12.Ensayo de sensibilidad de Dunaliella salina a atrazina

Los resultados mostraron que a partir de una concentracién de 200ug/L de atrazina, el
namero de células disminuye drasticamente comparado con el control sin atrazina y el control
con acetona al 0.1%. Ambos controles presentaron un patrén de crecimiento muy similar entres
si. (Bigl 41). Lo cual nos indica que D. salina es sensible al herbicida y que puede ser utilizado

como un medio de seleccion para microalgas transformadas.
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Fig. Cultivo de D. salina al primer dia de exposicién a atrazina. De izquierda a derecha: Control con
acetona a 0.1%, control sin acetona, 50ug.L™, 100ug.L™, 200 pg.L™, 400 ug.L™"y 800pg.L™.

Fig. 41 Cultivo de D. salina a las 120 de exposicion a atrazina. De izquierda a derecha: Control con
acetona a 0.1%, control sin acetona, 50ug.L™", 100ug.L™, 200 pg.L™, 400 ug.L™"y 800pg.L™.



67

1200000

B L0 R SR

800000

cél/ml

600000

400000

200000

0hr 24 hr 48 hr 72 hr 96hr 120hr

W 800ug/L mMA400ug/L m200ug/L m100ug/L mM50ug/L mControls/a mControlc/a

Fig. 42 Crecimiento (cél/ml) de Dunaliella salina a diferentes concentraciones de atrazina (50-800ug/L)
en medio Johnson Modificado a 1.5M, en un periodo de 120 horas.
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Anexo |

Medio de cultivo Johnson Modificado

Para preparar medio Johnson Modificado a 1.5M, se pesaron 87.66 gr de NaCl y 4.35 gr
NaHCO3 de acuerdo a su concentracion final en la Tabla | y se disolvieron en un volumen de
800ml. Se esterilizoé en autoclave por 15 minutos.

Al enfriar, se agregaron las soluciones stock de acuerdo a la Tabla | y se aforé a 200 ml.

La solucion se hizo pasar en una jeringa ensamblada a un filtro PVDF Millipore® de 0.22uM y se
agregaron al medio previamente estéril aforando a 1 litro.

Compuesto Solucion stock Concentracion final
NaCl - 1.5M
NaHCO; - 50mM
KNO;3 100mM 10mM
MgSO,47H,0 50mM 5mM
CacCl, 100mM 0.2mM
KH,PO, 50mM 0.4mM
HeBO, 100mM 185pM
MnCl, 4H,0 100mM 7uM
Na,EDTA (pH 8) 10mM 5uM
FeCl, 36mM 20M
ZnCl, 37mM 1uM
CoCl, 6H,0 8.4mM 1uM
(NH;)6M0,0,4 1ImM TuM
CuCl, 2H,0 100mM TuM

Tabla I. Composicién del medio Johnson Modificado (Borowitzka, 1988)
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Anexo 2
Secuencias alineadas. HA optimizada para cloroplasto,secuencias de GenBank del brote de A HIN1
2009: A/Mexico/4486/2009(H1N1) y A/California/04/2009(H1N1)
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Anexo 3

Secuencia de Hemaglutinina (segmento 4) de A/Mexico/ A/Mexico/4486/2009(H1N1) (GQ149623.1) en
donde se muestran las secuencias del péptido sefial, HA1 y HA2.
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TAT ATT

AMA TAA

GAC CCA
GTG cTt
CTT CGT
CGA TTG
TGG TCT

4520

CTA AAA

4600
AAA ATA
4&?

TAT TGT

CCG TTT
TTT TAT
AGA TAA
TAT AAA
CAT AAC
GTG AAA
AGT GAG
ATG AAT
5380
|
CTC GGT
5480
I
CGC AGG

TAG GCT

ATA CCA
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