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I. Aislamiento, purificación y caracterización de una cepa salvaje de

Dunaliella sp 

Los  fundamentos  del  aislamiento,  purificación  y  propagación  de

nuevas cepas de microalgas fueron establecidos desde hace más de

un  siglo.  Sin  embargo,  las  creación  de  nuevas  herramientas

tecnológicas ha permitido aumentar la velocidad de estos procesos,

hasta ofrecernos la posibilidad de aislar cientos de células por mintuo

a través  de equipos  automatizados  de clasificación y selección de

células. Una limitación a la que se enfrentan este tipo de avances es

el  mantener  por  tiempos  prolongados  un  número  importante  de

cultivos simulátenos. Lo cual, se ha venido resolviendo, en parte, a

través de la preservación de aislados por criopreservación. Mientras

que  algunas  especies  son  fáciles  de  aislar  y  propagar,  otras  son

difíciles o imposibles de cultivar. Parte importante de esta diferencia,

se debe a la diversidad de ambientes en las que las microalgas son

capaces  de  crecer,  y  a  que  una  parte  de  ellos  son  hambientes

extremos (Andersen, 2005). 

Después  del  proceso  de  aislamiento,  la  purificación  de  las

nuevas cepas o eliminación de contamiantes, puede dificultar mucho

el  éxito  del  proceso,  sobretodo  cuando  la  especie  contaminante,

compite con la especie objetivo (Andersen, 2005).
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Finalalmente,  después  de  haber  aislado  y  purificado  una

exitosamente  una  especie  o  cepa  objetivo,  la  propagación  y  el

subcultivo de éstas para su mantenmiento perpetuo,  representa el

último reto  a  lograr,  y  el  cual  en  ocasiones,  puede  no  alcanzarse

porque algunas de las nuevas cepas mueren después de una o más

generaciones  o  transferencias  a  medios  nuevos  o  subcultivos

(Andersen, 2005).  

II. Uso de  clorofitas  como plataformas de  producción de proteínas

recombinantes 

El  cultivo  de  microalgas  como  plataforma  de  producción  de  diferentes

compuestos posee muchas ventajas sobre otros sistemas de expresión, como

su  relativa  facilidad  de  cultivo,  su  crecimiento  rápido,  los  bajos  costos  de

producción debido a su metabolismo autótrofo  y su crecimiento sin generación

de tóxinas o patógenos para el ser humano (Griesbeck et al., 2006;  Thann et

al., 2012). 

Las microalgas son organismos eucariontes los cuales sintetizan una

gran  cantidad  de  productos  naturales  y  de  las  que  se  han  obtenido  por

ingeniería  genética  muchos  compuestos  de  valor  comercial  como

biocombustibles,  carotenoides,  vacunas,  anticuerpos,  etc.  (Mayfield  et  al.,

2003; Fletcher et al., 2007; Greenwell et al., 2011). Las especies de microalgas

más utilizadas en este campo son las clorofitas:  Chlamydomonas reinhardtii,

Chlorella kessleri, Chorella ellipsoidea y Dunaliella salina (Tang et al., 1995; El-

Sheekh 1999; Kim et al., 2002; Tan et al., 2005; Feng et al., 2009).

III. Dunaliella salina como plataforma de producción de metabolitos y

proteínas recombinantes
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D. salina específicamente, tiene varias ventajas sobre otras especies de

microalgas, por ejemplo es halotolerante, no poseé pared celular, lo cual la

hace capaz de adquirir resistencia a antibióticos, se propaga rápidamente a

altas  densidades  y  sin  limitación  estacional,  tiene  un  gran  potencial

fotosintético  y  de  producción  de  moléculas  orgánicas  a  partir  de  agua   y

dióxido de carbono como única fuente de carbono en condiciones de poca luz

(Jiang et al., 2005; Feng et al., 2007; Kadkhodaei et al., 2011). En particular al

ser  D.  salina un  organismo  eucariota  hace  posible  que  las  proteínas

heterólogas  producidas  generen  las  modificaciones  postraduccionales  (ej.:

acetilaciones, glicosilaciones, metilaciones, entre otras) necesarias para que la

proteína recombinante lleve a cabo su función naturalmente, ventaja que no

tienen los sistemas de producción con procariotes (Mayfield et al., 2003).

I.II Métodos de transformación en D. salina

Para lograr la transferencia de genes a  Dunaliella se han utilizado diversos

métodos  de  ingeniería  genética  y  microbiología,  entre  los  que  destacan:

electroporación, transformación por perlas de cristal (glass beads), bombardeo

de partículas, transferencia génica mediada por  Agrobacterium tumefasciens

(para D. bardawail), etc.  (Ramos et al., 2011). Esta transferencia de genes o

transformación  ha  demostrado  ser  estable,  por  lo  cual  es  ideal  para  la

producción de proteínas foráneas en cultivos de esta microalga (Wang et al.,

2007). 

La transformación de D. salina se puede realizar importando genes foráneos al

núcleo  o  al  cloroplasto,  dependiendo  de  ello  la  metodología  depende  del

organelo donde será sintetizada la proteína de interés (Geng et al., 2004; Jiang

et al., 2005).
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I. III Proteína de interés

La proteína G es un antígeno de membrana que lo presenta la bacteria gram

positiva Streptoccus de Lancenfield C y G., S. mutans, S. pneumoniae, etc. Se

ha demostrado que la proteína G tiene gran afinidad a varias inmonoglobulinas

como una forma de defensa de la bacteria al infectar un vertebrado (Akerstrom

et al., 1985). Debido a esta afinidad actualmente se utiliza en varias técnicas

de purificación de anticuerpos, detección, cuantificación, entre otros (Kuby et

al., 2004; Alegria, 2011). 

Actualmente La proteína G se expresa en un sistema procarionte como

es Escherichia coli, de la cual se obtienen rendimientos de 12 mg/L.  Por otra

parte en D. salina se ha reportado la expresion de la hormona del crecimiento

(GH) de 0.2-0.6 mg/L.. El precio más bajo de la proteína G pura es de 2.4

Dólares Americanos por miligramo y las ventas de las compañias productoras

oscilan entre 2.5 a 12 millones de dólares anuales (20). 

Contexto científico en donde se desarrollará este trabajo

El proyecto aquí propuesto, forma parte de un proyecto mayor, financiado en

parte por el Sistema de Fondos de CONACyT: convocatoria S0007-2009-1 en

el cual se están desarrollando las tecnologías para la elaboración de Biodisel y

para la síntesis de  otras proteínas de aplicación Biomédica. La producción de

estas proteínas, como la de Hemaglutina A del Virus de la Infleuenza H1N1 son

investigaciones paralelas a ésta.
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       HIPÓTESIS

☑ Dunaliella salina es capaz de expresar de forma constitutiva

proteína G de Streptococcus sp a través de la transfección del

gen al genoma de D. salina. 
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☑ Generar una cepa de Dunaliella salina que exprese en cultivo una proteína G

recombinante de Streptococcus sp en concentración superior a 600 ng/mL.

OBJETIVOS PARTICULARES

✓ Generar a través de ingeniería genética una cepa de  Dunaliella salina

que  exprese  de  forma  constitutiva  una  proteína  G  recombinante  de

Streptococcus sp en concentración superior a 600 ng/mL

☑ Generar a través de ingeniería una cepa de Dunaliella salina que exprese de manera

constitutiva  en  cloroplastos  la  proteína  G  recombinante  de  Streptococcus  sp en

concentración  de proteína superior a 600 ng/mL. 
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CAPÍTULO I. 
Aislamiento, 
purificación y 
caracterización de 
una cepa silvestre de 
Dunaliella sp

Resumen
El objetivo de este capítulo es optimizar las

condiciones de cultivo de cepas de
Dunaliella sp aisladas a partir de una

laguna costera ubicada en San Quitín, 

Baja California, México. 
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Introducción

El  género  Dunaliella fue  descrito  en  la  primera  década  de  mil

novecientos por Teodoresco (1905) y Hamburger (1905). Dunaliella es

un  género  de  phytoplankton  eucariota,  de  células  móviles,

bliflageladas que no poseen pared celular y que pueden dividirse por

reproducción  vegetativa  o  por  reproducción  sexual  (Oren,  2005).

Inicialmente, se describieron dos especies  D. salina y  D. viridis.  D.

salina se  distingue  porque  a  salinides  altas  acumula  grandes

cantidades de betacaroteno (Borowitzka & Borowitzka, 1988). Por esta

característica  y  su  capacidad  para  sobrevivir  a  muy  altas

concentraciones  de  sal  (hasta  5  M  NaCl),  D.  salina fue  la  primer

microalga usada para la producción masiva de productos de alto valor

(Borowitzka,  2013).  Además  de  su  capacidad  para  acumular

betacaroteno,  D. salina puede almacenar hasta un 50% de su peso

seco  en  glicerol,  abriendo  la  posibilidad  de  la  obtención  de  un

producto secundario del cultivo de  Dunaliella  (Oren, 2005; Kaçka &

Dönmez, 2008). Otra área de oportunidad para las especies halofílicas

de  Dunaliella es  la  producción  de  biocombustible.  D.  salina es

considerada de las especies más promisorias para por su capacidad

para  acumular  lípidos  en condiciones  extremas (Tang  et  al.,  2011;

Chen et al., 2015).
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Figura 1. Localización geográfica del punto de muestreo, imagen parcial
de la laguna y de la toma de muestras. Sitio de muestreo en La Salina, San
Quintin,  Baja  California,  México.  a,  localización  gepgráfica  del  sitio  en  el
Noroeste de la  costa  de México.  b, vista  satelital  de la  costa del  punto de
muestreo en San Quintín, B. C. c, vista lateral de la laguna  (ver apuntador rojo
en imagen b) mostrando el color del agua del sitio de muestreo y d, ejemplo de
las muestras tomadas.   
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Figura 2. Análsis de tamaño de tres cepas de Dunaliella salina 
cultivada a 250 mM de NaCl bajo ciclo de luz: oscuridad 18:6 (h) .
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CAPÍTULO II. Cinética 
de crecimiento, composición
de nutrientes y análisis de 
pigmentos de la cepa 
Dunaliella salina San 
Quintín (SQ)

Resumen
Algunas microalgas son reconocidas por su

capacidad de producir pigmentos y otras otros
metabolitos de importacia biotecnológica,

particularmente, Dunaliella salina es una de la
microalgas más reconocidad en este campo por su

capacidad para producir betacaroteno. En este
estudio se describe la morfología, la

indentificación molecular, la dinámica de
crecimiento, la composición proximal y el

contenido de pigmentos de la cepa D. salina SQ.
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I. Examinar  la  variabilidad  espacial  y  temporal  de  los
parámetros del sistema de carbono en Bahía San Quintín a lo
largo  de  un  ciclo  anual,  con  la  finalidad  de  estimar  los
cambios  estacionales  de  los  flujos  de  intercambio  de  CO2

aire-agua y del  estatus  metabólico  del  sistema durante la
anomalía cálida del Pacífico Norte en 2014, e identificar los
principales factores y procesos que los controlan.

* Trabajo publicado en la revista Oceánides: Valencia-Yáñez et al. (2018). Growth
Profiles, Nutrient composition and Pigments Analysis of Dunaliella salina
strain SQ  
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Some microalgae are recognized for producing pigments and other metabolites

with biotechnological importance, particularly, Dunaliella salina is a remarkable

one. These kind of compounds are used as food and have a great industrial

potential. The pigment industry comprises a millionaire market value, being β-

carotene  one  of  the  most  profitable  one.  In  this  study  we  describe  the

morphology,  molecular  identification, growth dynamics,  proximal  composition,

nutrients and pigment content of a recently isolated Dunaliella salina strain (SQ)

under  different  salinity/light  conditions,  in  order  to  highlight  its  remarkable

properties  for  biotech/biomed  industry.  D.  salina SQ  reached  the  highest

densities (1.07-1.25 cell mL-1  x106) at low salinities (100-500 mM NaCl) under

continuous light regimen (24:0 h Light:Dark). Neoxanthin (Neo) and violaxanthin

(Viol) were the most abundant pigments when exposed to 500 mM NaCl (18:6 h

Light:Dark). Neo and Vio are known to induce apoptosis in cancer diseased

cells, thus they have a great potential for biomedical applications. Furthermore,

this peculiar strain produces other compounds with high industrial value.

Key words:

Dunaliella salina,  green microalgae, pigments, sea salt fields, salinity

challenge.
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Introduction 

Pigments and other metabolites produced by microalgae are highly common in

nature. These compounds are used as a food, feed or to extract bioproducts

with  high  industrial  potential  (Dufossé  et  al.,  2005).  The  raw  microalgae

biomass production in the world has increased in recent years reaching 7500

ton year-1 mainly  in  products  for  aquaculture,  pharmaceutics and as  energy

feedstock, generating an average annual income of 1.25 billion USD (Pulz &

Gross, 2004; Abomohra et al., 2016). However, only a small number of species

have been successfully placed in the international market; Spirulina, Dunaliella,

Chlorella and  Synechococcus.  That  is  why  there  is  international  interest  in

develop  and  exploit  commercially  new  microalgae  such  as  Botryococcus,

Chlamydomonas,  Nannochloropsis,  Nostoc,  Chlorella,  Spirulina,

Haematococcus, and  Dunaliella species/strains (Richmond & Hu, 2013).   The

production costs are higher than other vectors such as bacteria, higher plants or

fungi (Borowitzka, 2013) due to its lower biomass yields,  (Wen & Chen, 2003).

Whence, a challenge in this field, is to improve production methods or create

new processes to increase biomass yields (Cadoret  et al., 2012). To achieve

this,  many  companies  screen  particular  geographic  locations  searching  for

specific “high-yielding algae” (Lundquist  et al., 2010; Ganesan, 2014). Another

frequent  alternative  are  genetically  modified  strains,  but  they  present

transfloration  risks  for  the  environment.  Thus,  another  advantage  of  natural

selection  is  the  use of  different  isolation  techniques,  which  allows to  obtain

species and strains with characteristic features (Connon and Giovannoni, 2002;

Goltekar  et al., 2006). A new Dunaliella salina strain (or  Dunaliella salina SQ)

was isolated in a salt lagoon from San Quintin (SQ), Baja California, Mexico. Its

detailed examination may show its potential properties for industrial production.
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Important bioproducts from microalgae such as phycobilin, astaxanthin

and β-carotene are massively produced by a fully established industry, three

genera; Chlorella,  Spirulina,  and  Dunaliella represent  85% of  the  worldwide

production (Pulz & Gross, 2004). More specifically, Dunaliella salina produces,

among others,  large amounts of β-carotene and glycerol  under high salinity,

high irradiance and nutrient limitation conditions (Ben-Amotz & Avron,  1983;

Borowitzka, 1988; Borowitzka, 1990).  It  was the first  commercially cultivated

microalgae for production of high-value products (Borowitzka, 2013). Just as an

example, the β-carotene market value until 2012 from D. salina has a  around

261 million dollars (Borowitzka, 2013). It has also been subjected to molecular

improvements  for  production  of  recombinant  proteins  and  therefore  novel

compounds and relevant bioproducts (Guo-Zhong et al, 2005; Borowitzka et al.,

2005; Lamers et al., 2008; Barzegari et al., 2010; Yaakob et al., 2014). A proper

characterization  is  essential  in  order  to  establish  the  performance  of  new

isolated strains and find the most profitable ones for industrial purposes. 

The  genus  Dunaliella is  very  variable  in  shapes  (ovoid,  spherical,

pyriform, fusiform or ellipsoid) and sizes (between 3 to 13 µm wide and from 5

to 25 µm long). This microalgae lacks its cell wall and belongs to the unicellular

eukaryotic group (full lineage from NCBI:Eukaryota; Viridiplantae; Chlorophyta;

Chlorophyceae;  Chlamydomonadales;  Dunaliellaceae;  Dunaliella).  Each  cell

has  two  equal  size  flagella,  a  central  pyrenoid,  and  a  single  and  large

chloroplast (Borowitzka, 1990; Ben-Amotz, 1993; Borowitzka & Siva, 2007). It

used to have 0.47 to 1.22 divisions per day under optimal growth conditions

(Lerche et al.,1937  in Oren, 2005) at high densities without seasonal limitations

(Kadkhodaei  et al.,  2011). It is motile and able to grow in salt concentrations

from 517 mM to 5,344 mM NaCl, at pH from 1 to 11 and a temperature from 0

to 40 °C (Wen & Chen, 2003; Cadoret et al., 2012; Cai et al., 2013; Borowitzka,

2013). Halophilic strains are most widely distributed around the world. 
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Some authors reporte 22 species (Assunção et al., 2013), while others

such  as  Borowitzka,  (1990) recognized  29  species.  Assunção  et  al.

(2013) proposed that probably some previously identified D. salina strains were

misnamed and the taxa needed revision. According to our own records, there

must  be  around  41  D.  salina strains,  including  6  strains  from  Thailand

(Powtongsook et al., 1995), Kuwait (Kuwait Bay) (Abu-Rezq et al.,  2010), and

those from Iran (Lake Urmia) (Rad  et al.,  2011), Turkey (Lake Tuz) (Kaçka &

Dönmez,  2008),  Vietnam  (Binh  Thuan)  and  Mexico  (Baja  California  Sur)

(Olmos-Soto  et  al., 2002;  Tran  et  al.,2013).  The total  count  and the correct

identification  of  these  strains  are  difficult,  because  their  high  intra-specific

variability (Borowitzka & Siva, 2007; Olmos-Soto et al., 2009; Assunção et al.,

2013) and  because  complete  information  on  every  strain   not  always  is

available or in the best of cases, done.

In  this  study  we  described  the  growth  dynamics,  morphology,

biochemical content, nutrients and pigment profiles from  D. salina SQ. Their

high lipids, pigments (neoxanthin/violaxanthin) and micronutrients (Ca, Zn and

Cu) contents reveals its potential for industrial and pharmaceutical applications. 
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Materials and methods

Cell culture and isolation Microalga sampling and acclimation process

were previously described in Magdaleno et al. (2017). Briefly, single-cell isolates

were cultivated in parallel in 500 µL plate with modified Johnson media (MJM).

This Media was prepared with 3.37 M NaCl, 0.51 mM NaHCO3, 7 mM MgSO4- 7

H2O, 9.9 mM KNO3, 0.2 mM CaCl2-2H2O, 0.4 mM KH2PO4, 5 µM EDTA, 2 µM

FeCl3 6H2O, 185 µM H3BO3, 1 µM (NH4)6Mo7O24, 1 µM CuCl2-2H2O, 1 µM CoCl2

 6H2O, 1 µM ZnCl2 and 7 µM MnCl2 -4H2O according to (Johnson et al., 1968).

Initially plates were incubated at room temperature (19-22 °C) with a 18:6 (h)

dark:light cycle, irradiated with a led lamp (21.6 µmol quanta m2s-1) (RGB led 5

mm,  Steren).  Individual  cells  were  transferred  twice  to  a  new  plate  and

incubated under the same conditions. After isolation process, the cell culture

were scaled-up to 5, 50 and 500 mL, and then acclimated to grow only in 250

mM of NaCl. Contamination with other microorganisms like bacteria and fungi

was avoided using Penicillin-Streptomycin-Neomycin (PSN) antibiotic mixture:

50 µg mL-1 penicillin 50 µg mL-1 streptomycin and 100 µg mL-1 neomycin (Gibco,

15640055). 

Cell  morphology  and  quantification  In  order  to  identify  the

morphometric characteristics, intact cells were harvested with a Pasteur pipette

from cell-cultures and processed in two ways: the first one (A- cell series) was

fixed with 1% lugol's iodine solution (1 g KI in 10 mL H2O, 0.5 g crystalline I2 and

1 mL glacial acetic acid) and analyzed by confocal microscopy (MRC 600 BIO-

RAD) with a 100X objective using immersion oil.  Cell  morphology, structure,

size  and  presence  of  other  components  were  recorded.  The  second  cell

aliquots were not fixed (B- cell series), instead they were diluted 1:5 and 1:15 to

remain into the Scepter cell counter sensor range (ScepterTM, Millipore, MD,

USA) and quantify with a 40 µm scale.
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PCR  identification  with  specific  molecular  markers  Genomic  DNA was

isolated and purified using commercial system (Axygen: AP-MN-MS-GDNA50)

or CTAB method (Sambrook  et al., 1989), followed by PCR amplification and

18S rDNA gene sequencing. The PCR reaction was performed with 50 ng of

gDNA, 20 pmol of each primer MA1 [5'-CGG GAT CCG TAG TCA TAT GCT

 TGT CTC-3'] and MA2 [5'-CGG AAT TCC TTC TGC AGG TTC ACC-3'] (Olmos-

Soto  et  al.,  2000)  using  a  PCR  master  mix  system  (Qiagen:  201445).

Amplification was conducted in a GenAmp-5700 (Applied BioSystems) thermal

cycler with the next thermal profile: 1 cycle for 2 min at 94 °C, 35 cycles;  30 s at

94 °C, 30 s  at 52 °C, 2 min 72 °C and then 1 last cycle of 10 min at 72 °C. PCR

products  were  resolved  in  1  % agarose,  run  at  4  v/cm during  50  min  and

purified  with  Qiakit  PCR  Purification  kit  (Qiagen:  28104).  DNA quality  and

quantity were determined in a NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Scientific:

ND1000).  Fragment  purification  and  sequencing  were  done  by  Eaton

BioSciences (San Diego, CA). Provided sequences were analyzed with blast

algorithm in the NCBI web site (Zhang et al., 2000).

Growth Dynamics The D. salina SQ cells were cultured at room temperature

(19-22 °C) in 1000 mL crystal flask with 500 mL of modified Johnson media (see

above). Growth kinetics was evaluated on three salinities (100, 500 and 3000

mM NaCl, table 1) and two light conditions (18:6 and 24:0 D:L). Culture was

irradiated  with  a  led  lamp (21.6  µmol  quanta  m2s-1),  specific  conditions  are

described  in  table  1.  1  mL samples  (three  replicates)  were  collected  with

micropipette and fixed with 1% of lugol's iodine solution every three days during

a  20  day  period.  Cells  were  counted  in  a  Neubauer  chamber.  The  cell

abundance (δ) and growth rate (µ) were calculated according to  (Andersen,

2005) equation 1, which computes the cell divisions average number by day.

 Data are presented as cell abundance (cells x106 mL-1).

29



µ = (ln δ2-ln δ1)/t2-t1                                         (1)

where,

δn , cell abundance on specific time point. 

tn , specific sampling time (days).

Table  1.  Culture  conditions  summary  for  growth  dynamics

analysis.

Tabla  1.  Resumen  de  las  condiciones  de  cultivo  para  el

análisis de la dinámica de crecimiento.

Light:Dark
cycle

Salinity NaCl (mM)

Period (h) 100 500 3000

18:6 C1 C2 C3

24:0 C4 C5 C6

C, Experimental condition. 

Proximate  analysis,  macro  and  micro-nutrients  content  Fresh

samples (50 mL) were taken from cultures at 500 mM NaCl 18:6 D:L (Table 1,

C2)  and  collected  by  centrifugation  (4,300  rpm  for  10  min)  during  early

stationary phase (d 15). They were sent to the Research Center and Agricultural

Analysis (CINAA, Camalu B.C.  Mexico)  for 16 macro-nutrients and 4 micro-

nutrients examination. Protein levels were quantified by Lowry method (Lowry

et al., 1951). Lipids quantity were determined with Bligh and Dyer method (Bligh

and  Dyer,  1959).  Carbohydrates  were  determined  by  phenol  sulfuric  acid

method (Dubois  et al., 1956). Total phosphorus and P2O5 were estimated by

ammonium  nitrovanado-molybdate  method,  total  potassium  (KT),  K2O,  Mg,

MgO, Ca, CaO, Na, Fe,  Zn,  Mn and Cu by atomic force spectrophotometry

(EAA),  CO3,  HCO3 by  colorimetric  acid  method,  organic  carbon  (CO)  and

organic matter (MO) by Walker and Black combustion method and finally Borum

(B) by the Mohr method (REF). The results were expressed in mg/Kg of dried

biomass.
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Pigments analysis Fresh samples (5 to 20 mL) were taken during early

stationary phase from cultures   at  500 mM NaCl  18:6 D:L (Table 1,  C2) for

pigments analysis. Culture was filtered through GF/F membrane filters (25 mm

diameter, Whatman) appling a <3.3 kPa pressure controlled with manual pump

and manometer to avoid cell disintegration. The membranes were covered with

aluminum foil  and frozen at -20 °C to prevent photobleaching. The pigments

were quantified by high performance liquid chromatography (HPLC), using the

standard method (Heukelem & Thomas,  2001) modified by Almazán-Becerril

and García-Mendoza (2008), in an Agilent 1260 instrument assembled with a

reverse phase-column (150 mm length x 4.6 mm internal diameter) for 3.5 µm

size particles (Zorbax Eclipse XDB-C18).

Data analysis The effect of the experimental conditions on cell cultures

was estimated with  one-way ANOVA variance analysis  using  R commander

statistical software (Fox, 2017). The assumptions for the variance analysis were

verified  for  homoscedasticity  test  f-ratio.  The  significance  level  was  set  at

P<0.05.
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Results

Isolation  and  acclimation  The  microalgae  cultures  were  successfully

transferred and maintained with synthetic media (MJM) at the same salinity than

the original water source (3.37 M NaCl), they recover the green color a week

after the incubation time started. The Dunaliella  typical red color found in wild

populations is an indicator of nutrient limitation and usually associated with high

light irradiance and salinity. No changes were observed in cell morphology in D.

salina SQ as a physiological response in the course of the acclimation process,

since the natural water source was replaced.

In  order  to  have  a  monoculture,  a  single  cell  from  the  sample  was

obtained by single cell isolation technique. Single cells showed positive growth

two weeks after inoculation, as indicated by the development of green color and

confirmed  by  microscopic  examination.  The  subsequent  culture  scale-up

showed positive growth in 5 mL twenty days after culture and in 50 mL thirty two

days after culture.

Morphology  In  early  stationary  phase,  D.  salina SQ  cells  were  spherical,

ellipsoid or ovoid, with 7±1 µm  average length size, they have two flagella of

similar length 12-16 µm. The flagellated cells keep the motility. The nucleus and

vacuole were visible in the anterior region. A large chloroplast can be observed

in the posterior region (Fig. 1).
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Figure 1. Cell morphology and structure of D. salina SQ in early stationary

phase cultured in modified Johnson media (250 mM NaCl, 18:6 h light:

dark  cycle).   Image analyzed in  optical  microscope with  100x amplification

(scale bar 4 µm). Main cell structures: a, membrane; b, nucleus; c, flagella pair

in anterior region; d, vacuole; e, large chloroplast.

Proximate analysis, macro and micro-nutrients quantification  In the early

stationary  phase (C2),  the  cellular  dry  weight  biochemical  composition  was:

protein 27.9%, carbohydrates 6.7% and lipids 21.9%. The complete results for

macro  and  micronutrients  analyses  are  listed  in  table  2.  We  included,  for

comparative  purposes,  the  biochemical  composition  from  published  data  of

other two relevant commercial microalgae species; Dunaliella salina D. GoldTM

(Plankton  Australia  Pty  Limited)  and  Spirulina  platensis  (Tokuşoglu  &  Ünal,

2003).
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Table 2. Proximal composition and nutrient profiles of species

of industrial importance of microalgae (two chlorophytes and

one species of cyanobacteria).

Tabla  2.  Composición  proximal  y  perfiles  de  nutrientes  de

especies  de  importancia  industrial  de  microalgas  (dos

clorofitas y una especie de cianobacteria).

Sources
D. salina SQ
(This study)

D. salina
(Datasheet,

Plankton
Australia Pty

Limited)

Spirulina
platensis

(Tokuşoglu &
Ünal, 2003)

Nutrient Concentration 
% or  mg.Kg-1

Carbohydrates 6.7% 29.7% 15%

Lipids 21.9% 7% 7%

Protein 27.9% 7.4% 63%

Total nitrogen 61.35±4.73 n.d n.d

Total phosphorus 18.07±5.40 n.d 7,503.3

Phosphorus  pentoxide
(P2O5)

41,400±12,374 n.d n.d

Total potassium 2,400±71 20 14,129.7

Magnesium (Mg) 12,025±247 45,910 3,888.7

Magnesium  oxide
(MgO)

19,932±400 n.d n.d

Calcium (Ca) 53,725±813 2,130 8,263.3

Calcium oxide (CaO) 75,150±1,131 n.d n.d

Sodium (Na) 29,625±1,237 n.d 12,620

Chloride 40,500±3,394 n.d n.d

Bicarbonate (HCO3) 25,625±1,308 n.d n.d

Organic carbon 303,200±1,131 n.d n.d

Organic matter 552,700±1,838 n.d n.d

Iron (Fe) 604±66 403 653.7

Zinc (Zn) 160±14 30 26.8

Manganese (Mn) 149±11 51.3 42.9

Copper (Cu) 88±7 3 3.1

Boron (B) 78±9 140 n.d.
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All units are expressed in mg.Kg-1 of dried biomass. No data available

(n.d.).

Pigments analysis  A total of 16 pigments were evaluated in early stationary

phase, condition C2. From these, nine photosynthetic and accessory pigment

cellular  quotas  were  reported  in  this  work  for D.  salina SQ  (Fig.  2).  It  is

remarkable the high neoxanthin (2.33 pg cell-1) and violaxanthin (2.31 pg cell-1)

content, even higher than that of Chl a (2.0 pg cell-1) or Chl b (1.16 pg cell-1). β-

carotene yield was low (0.019 pg cell-1). In addition to these pigments, D. salina

SQ has  divinyl-PChlde  a (Mg-DVP),  lutein+zeaxanthin  and  traces  of

antheraxanthin.

Figure 2. Pigment content as cellular quota from D. salina SQ

harvested in early stationary phase, incubated with 18:6 (h)

light:dark cycle at 500 mM NaCl (C2 condition). 

Figura 2. Contenido de pigmentos como cuota celular de  D.

salina SQ cosechada en fase estacionaria temprana, incubada

en  ciclo  de  luz:oscuridad  18:6  (h)  a  500  mM  de  NaCl

(condición C2).
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Growth Dynamics D. salina was able to grow under the three experimental

salinities and light conditions tested, showing the highest growth rate (µ=0.3)

and  cell  density  (δ=10.7-12.5x106 cell  mL-1 )  in  C4  and C5 conditions  (low

salinities).  No  significant  differences  were  found  between  these  conditions

(p=0.55).  Only  the  highest  salinity  (3000  mM NaCl)  negatively  affected  the

growth of D. salina SQ (Fig. 3). The lowest values for µ (0.1) and δ (2.8-0.3x106

cell mL-1) were observed at high salinities (C3 and C6 conditions). No significant

differences were found (p=0.13).

Figure  3.  Growth  kinetics  and  grow  rates  of  D.  salina SQ

cultivated in three NaCl salinities and two light:dark cycles.

The 100 and 500 mM NaCl salinities  were considered as low, and

3000 mM NaCl as high. a and b, at 18:6 (h) light:dark cycle; c and d,

24:0  (h)  light:dark  cycle.  Each  sign  (squares  and  others)  or  bar

represents the mean value with the standard deviation (n=3). 
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Figura 3. Dinámica y tasas de crecimiento de  D. salina SQ  cultivada en

tres salinidades y dos condiciones de luz:oscuridad. Las salinidades de

100-500 mM de NaCl fueron consideradas bajas y la de 3000 mM NaCl como

alta.  a y  b, bajo ciclo de luz: oscuridad 18:6 (h); c y  d, bajo régimen de luz:

oscuridad 24: 0 (h) (n=3). Cada símbolo (cuadros y otros) o barra representa el

valor promedio con su desviación estándar (n=3).

Molecular identification  The PCR with the set of specific primers MA1 and

MA2  for  the  18S  rDNA tested  in  D.  salina SQ  produces  a  fragment  of

approximate  1770  bp  (Fig.  2).  This  size  corresponds  to  that  published  by

Olmos-Soto  et al.  (2002) for  D. salina strain. The products of these reactions

were sequenced, the analysis (Blast search) indicates a 100% similarity to  D.

salina 18S rDNA sequence EU589199.1 published by Jayappriyan et al. (2010).

Figure  4. D.  salina  SQ identification by  PCR  amplification

using MA1-MA2 primer set of 1,770 bp size fragment. Line 1,

molecular  marker;  lines 2, PCR product  from gDNA sample  of  D.

salina SQ; line 3, PCR product from 1 μL of D. salina SQ culture; line

4, PCR products from gDNA reference strain  D. salina  LB1644 and

line 5, negative control  PCR without DNA. Products from lines 2-3

were sequenced.
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Figura 4. Identificación de  D. salina  SQ mediante amplificación por PCR

usando el  set  de cebadores MA1-MA2 para un fragmento de 1,770 pb.

Línea 1, marcador molecular; línea 2, producto de PCR a partir de una muestra

de DNAg de D. salina SQ;  línea 3, producto de PCR a partir de 1 μL de cultivo

de  D. salina;  línea 4,  producto  de PCR a partir  de DNAg de una cepa de

referencia de D. salina LB1644 y línea 5, control negativo de PCR sin DNA. Los

productos de las líneas 2-3 fueron secuenciados.
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Discussion 

Nutrients  profiles  and  proximal  composition  are  affected,  depending  on  the

strain,  stage  of  culture,  light,  media  composition,  initial  inoculum,  stressors.

(Cade-Menun et al., 2010; Griffiths et al., 2012; Gonçalves et al., 2015; Chen et

al.,  2015;  Benavente-Valdés  et  al.,  2016).  Nevertheless,  in  average,  marine

microalgaes accumulate 40-50% of carbohydrates, 6-18% of lipids and 50-60%

of  protein.  The  D.  salina  SQ cultured  in  MJM in  condition  2  (Table  1:  C2)

accumulates in the early stationary phase 6.7% carbohydrates, 27.9% proteins

and 21.9% in lipids. The high lipid values are consistent with the accumulation

of lipids in the stationary and decline phase observed in D. salina (Belghith et

al., 2015).  In  comparison  with  the  other  D.  salina (D.  GoldTM)  and  the  S.

platensis  in Table 2,  D. salina SQ showed a higher percent content of total

lipids, Iron, Zinc, Manganese and Copper than  D. salina  (D.  GoldTM) and  S.

platensis (Tokuşoglu & Unal, 2003), as well as a major content of total protein

and  potassium  than  D.  salina  (D.  GoldTM).  Just  in  terms  of  protein  and

potassium, D. salina SQ stored less than Spirulina, which had 29.1% in protein

content  and  10  times  lower  in  respect  to  potassium (Table  2).  We  include

additional  results  of  nutritional  compounds  such  as  phosphorus  pentoxide

(P2O5),  magnesium oxide  (MgO)  and bicarbonates  (HCO3)  (Table  2).  These

compounds (P2O5) are used in agriculture as fertilizer component or industry

like  as  desiccator  (Widowati  &  Asnah,  2014),  (MgO)  in  construction  and

environmental  applications  due  to  their  physical  and  chemical  properties

(Speight,  2013)  or  (HCO3 e.g.  NaHCO3)  in  food  production  industry,  in

aquaculture as pH buffer or nutritional supplement (Pancha et al., 2015)
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As for the analysis of pigments, neoxanthin (Neo) and violaxanthin (Viol) were

the most abundant pigments, both being at higher concentrations than Chl a or

Chl  b.  Neo  and  Viol  play  an  important  role  in  photoprotection  by  the

development of non-photochemical quenching (NPQ) in response to short-term

exposure  to  excessive  irradiance,  de-exiting  the  Chl  protein  complex  and

reducing the O2 production (Frank et al.,  1993; Niyogi et al., 1997; Thaipratum

et al., 2009).  

In biomedicine, carotenoids have great potential, Neo has shown strong

anti-proliferative  effect  in  vitro on  human  cancer  cells  (PC-3)  by  apoptosis

(Kotake-Nara  et  al.,  2005).  Violaxanthin  from  the  microalgae  Chlorella

ellipsoidea  and  Dunaliella  tertiolecta possess  anti-inflammatory  activity  in

mouse macrophage cells (Soontornchaiboon et al., 2012) and anti-proliferative

effect against human mammary cancer cell line (Pasquet et al., 2011).

D. salina SQ increased cell densities in five of six conditions tested, except in

 C3 condition in light regime 18:6 h L:D cycle and salinity 3000 mM NaCl. When

D.  salina SQ  was  subjected  to  an  increased  stress,  for  high  salinity,  that

significantly  reduced  its  growth  rate  as  compared  to  the  obtained  in  low

salinities (three times lower). These profiles of cell density and growth rate were

similar to those obtained by Guevara et al. (2016) for a D. salina strain isolated

from Arraya salinas (Venezuela), in which a decrease in both parameters was

observed. Likewise, similar to those obtained by Pisal and Lele (2005) for a D.

salina strain  19.3  (Sammlung  von  Algenkulturen  Göttingen,  Germany).

However, Farhat  et al. (2011) found just the opposite, for a strain of  D. salina

isolated from Tunisia (Laadhibet). At low saline (600 mM), a significant reduction

in the density obtained and the growth rate, which is reversed by increasing the

salinity (from 1500 to 3000 mM). 
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The  morphological  analysis,  its  physiological  response  and  the  taxonomical

keys,  provided  in  Borowitzka  &  Silva,  (2007)  for  marine  and  halophilic

Dunaliella species, placed D. salina SQ only within the genus. The used keys

were:  halophilic  species  (key  1),  and  yellow  or  orange  color  in  extreme

conditions (key 6). In this context, when comparing the β-carotene cellular quota

(0.02 pg cell-1) in the studied conditions (early stationary phase, C2 conditions)

with other cellular quotas obtained for D. salina, 1.03±0.03 (1500 mM NaCl, 25

°C, 32.2 µmol quanta m2s-1) (Pisal and Lele, 2005) and 1.7 ± 0.01 (1000 mM

NaCl, 20 °C, 382 µmol quanta m2s-1), que la cepa produce poco beta.

Further  analysis  by  PCR/sequencing  with  the  molecular  markers  MA1-MA2

grouped the  strain  with  the  18S DNA (1770 bp)  D. salina with  zero  introns

(Olmos et  al.,  2000;  Wilcox et  al.,  1992).  This  group  does  not  produce  β-

carotene, except for the reference strain D. salina LB1644 (Paniagua-Michel et

al., 2009). 

Considering PCR/sequencing results  with  MA1-MA2 molecular  markers,  it  is

possible that  D. salina SQ are not a β-carotene hyperproducer, but a specific

analysis will required to prove them.  

Genomic identification reported by Lopez et al. (2017)  and  Magdaleno et al.

(2017) that our isolated D. salina SQ strain corresponds to a Dunaliella salina

species. 

These  differences  could  be  explained  by  intraspecific  variability

promoted,  to  D.  salina SQ,  by  the  single-cell  selection,  supported  by  our

physiological and genetic data.
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CAPITULO III. Dunaliella salina como 
plataforma de producción de metabolitos
y proteínas recombinantes.

✔ Búsqueda de promotores potenciales para la 
expresión en proteínas heterólogas en Dunaliella 
salina cepa SQ

✔ Avances en la construcción de un vector de 
expresión para la expresión de proteína G de 
Streptococcus sp en D. salina cepa SQ

✔ Transfección de D. salina cepa SQ con el vector de 
expresión pCAMBIA1302-pG

✔ Transfección por método de biobalística

✔ Transfección mediante electroporación

51



RESUMEN

Resumen: El cultivo de microalgas para la expresión de proteínas recombinantes tiene
muchas  ventajas  sobre  otros  sistemas  no  autótrofos.  La  microalga  Dunaiella  salina
posee  además,  características  como  el  adquirir  resistencia  a  antibióticos  y  su
halotolerancia, que le permiten ser seleccionada en una gran variedad de ambientes. En
este  trabajo  se diseñó una proteína  recombinante a  partir  de la  proteína  G (pG) de
Streptococcus sp, optimizada para su expresión en D. salina. La pG es un antígeno con
una gran afinidad hacia un sinúmero de anticuerpos, lo que la hace tener un alto valor en
la  industria  farmacológica.  Se  transformó  D.  salina,  utilizando  tres  métodos:  a)
bombardeo con micropartículas,  b)  transferencia  génica  mediada  por  Agrobacterium
tumefasciensis  y  por  electroporación.  Del  método  de  bombardeo  se  obtuvieron
tranformantes con el gen sintético de la pG integrado en núcleo y (o) en cloroplasto.
Para el método por electroporación, solamente en núcleo. Por medio de purificación con
anticuerpos se recuperó y cuantificó mediante ELISA la pG a partir de un lisado de D.
salina  (1L de  cultivo  7x10 6 cel/mL).  La cuantificación  reveló  que la  expresión en
cloroplastos supera a la de núcleo en una relción 3:1. De cloroplastos se obtuvo una
producción de 32mg/mL, superando lo que se produce actualmente en otros sistemas.
 

Palabras  clave: Microalga,  Dunaliella  salina, composición  proximal,  pigmentos,
proteína G.
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INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO DE D. salina POR 
ZEOCINA

Figura. Dinámica de crecimiento de D. salina en MJM a 100 mM de NaCl bajo
luz contínua a ~1.64 x 103 LUX con zeocina de 0-50 µg/mL.

Figura. Dinámica de crecimiento de D. salina en MJM a 500 mM de NaCl bajo
luz contínua a ~1.64 x 103 LUX con zeocina de 0-50 µg/mL

53



Identificación molecular de 
cepa proveniente de San 
Quintín

  1      2            3           4            5          6

Figura.  Identificación molecular  de  cepa  de  San Quintín  por  PCR con
cebadores específicos para en género  Dunaliella a partir de muestras de
gDNA. Linea 1, Linea 4, marcador molecular 1000, 700, 500 pb.
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L        1         2        3         4        L

  

                                                                            

              

Figura.  PCR  para  corroborar  fragmento  accesorio  encontrados  por  Haydeé.  Sistema
GoTaq, usando la máxima concentración de MgCl2 recomendada y los primers MA1, MA1 y
MA3. L es un marcador de peso molecular de 1 kb, 1-4, reacciones descritas en la página 113
de la bitácora.  Vol carga: 12 µL muestra 90 V por 35 min.

         L        1      2        3       4        5       6      7

          

         

Figura.  PCR  para  corroborar  fragmento  accesorio  encontrados  por  Haydeé.  Sistema
GoTaq, usando la máxima concentración de MgCl2 recomendada y los primers MA1, MA1 y
MA3 en pares. L es un marcador de peso molecular de 1 kb, 1-7, reacciones descritas en la
página 114 de la bitácora.  Vol carga: 12 µL muestra 90 V por 35 min.
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Línea 1 2 3 4 5 6 7

Muestra C7 C7 H H WT WT (-)

Primer 1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1

Primer 2 MA2 MA3 MA2 MA3 MA2 MA3 MA2

Resultado ++ +++ +++ +++ ++ +++ ---

--- + --- + --- + —

+ --- --- --- --- --- ---

Figura.  PCR  con  cebadores  MA1-MA2  que  amplifican  la  región  18S.
Electroforesis al 1% teñida con bromuro de etidio. Teórico 2,170 ó 1,770 pb
(Olmos  et  al,  ).  PCR  master  mix  Qiagen,  en  esta  serie  de  reacciones  se
utilizaron dos microlitros de templete en lugar de uno.

        1     2       3       4      5      L            

         
            1     2       3       4      5      L

Figura. PCR para estandarizar condiciones con primers DsChl F, DsChl R, 3IgG F y 3IgG
R (Termo PE). Sistema GoTaq, usando la máxima concentración de MgCl2 recomendada. Perfil
de reacción en página 115. L es un marcador de peso molecular de 1 kb, 1 Vol carga: 12 µL
muestra 90 V por 30 min. En agarosa al 1.2%.

  Gradiente 0C   59.4   58.3   56.3   53.9     52     50.7    53.9 

L        1        2        3        4         5        6         7
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  L         1        2        3        4         5        6         7

Gradiente 0C   59.4   58.3   56.3   53.9     52     50.7    53.9 

Figura. PCR de gradiente para estandarizar condiciones con primers DsChl F, DsChl R,
3IgG F y 3IgG R (termo LuisE).  Sistema GoTaq, usando la máxima concentración de MgCl2

recomendada. Perfil de reacción en página 116. L es un marcador precision mass molecular
mass standar, Vol carga: 12 µL muestra 90 V por 30 min. En agarosa al 1.2%.

L         1        2        3        4         5        6         7

     L      1        2        3

Figura. PCR con primers 3IgG F/3IgG R y de cloroplasto (Hayde).  Sistema GoTaq, usando la
máxima concentración de MgCl2 recomendada. Perfil de reacción en página 116, Tm= 59 0C, en
termo PE. L es un marcador precision mass molecular mass standar, Vol carga: 13 µL muestra
90 V por 30 min. En agarosa al 1.2%.
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                                      1       2      3       4        5       L

 
       1      2        3       4       5       L       

Figura . PCR a partir de gDNA D. salina

               1       2       3         4         5         6         7       L 

Figura.  PCR  control,  para  evaluar  el  DNAg  extraído  de  diferentes
muestras. L marcador de peso molecular de 1 kb, 1-7, reacciones descritas en
la página 111 de la bitácora. 
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Costrucción de un vector de 
expresión para proteína G de 
Streptoccocus sp para 
Dunaliella salina.
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PCR Primers:

dca1 sense dca1 anti Templetes

1. WT DNA 1  65 ng/µL

2. WT DNA 2 46 ng/µL

3. Dsal WT 43 ng/µL

4. Dsal mix (C7-C8) 59 ng/µL

5. No DNA, control negativo

Prueba a 65 °C para establecer Tm de trabajo.

Perfil térmico: 95 °C 1 min, 35 (95 °C 30 s, 65 °C 40 s, 72 °C 40 s), 72 °C 10
min, 10 °C α.

Sistema GoTaq con green buffer a 4 mM de MgCl2.

       L          1              2            3          4           ( - )

Electroforesis  de  PCR  con  cebadores  dca  1,  flanquean  el  promotor  de  la
anhidrasa carbónica I de Dunaliella salina.  Agarosa al 1 %, teñida con bromuro
de etidio. Corrida a 90 v. Volumen de carga 15 µL.

Resultado: negativo. No se obtuvo ningún producto de amplificación. 

Se probará reducir la Tm a 60 °C.

PCR

Primers:

• Dsal CAII F
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• Dsal CAII I

• Dsal CAII R

Templetes,  perfil  térmico,  sistema de PCR y  electroforesis:  se  utilizaron las
mismas condiciones descritas en la reacción anterior.

L       1      2        3       4    ( - )

Electroforesis de PCR con cebadores Dsal CAII, flanquean el peptido señal de
la  anhidrasa  carbónica  II  y  el  gen  de  la  anhidrasa  II  de  Dunaliella  salina.
Agarosa al 1 %, teñida con bromuro de etidio. Corrida a 90 v. Volumen de carga
15 µL.

Resultado:  positivo  para  los  cuatro  templetes  y  negativo  para  el  control
negativo (sin DNA). 

Se realizaron 4 reacciones más bajo las mismas condiciones, incrementando el
volumen de reacción a 50 µL y el control negativo. Esto con el fin de obtener
suficiente producto para purificar y secuenciar.
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PCR                                                                                                             

Prueba con el sistema One Taq DNA Polymerase NE BioLabs M0480L Lot 0011101

Las reacciones  1-4 fueron preparadas con 1 µL más de H2O por reacción (Otaq mix 1), por un
error en el preparado del mix. 

Las reacciones 5-8 se prepararon con un mix sin el error de volumen (Otaq mix 2).

Reacción Templete Primers Mix

1 Dsal WT 1 Dsal CAII Otaq mix 1

2 Dsal WT 2 Dsal CAII Otaq mix 1

3 Control (-) Dsal CAII Otaq mix 1

4 Dsa WT1 ca I Otaq mix 1

5 Dsal WT 1 Dsal CAII Otaq mix 2

6 Dsal WT 2 Dsal CAII Otaq mix 2

7 Control (-) Dsal CAII Otaq mix 2

8 Dsal WT 1 ca I Otaq mix 2

Perfil térmico : 94 °C 30 s, 35 (94 °C 30 s, 65 °C 40 s, 72 °C 1 min 2 s), 72 °C 10 min, 10 °C  α.
9

       L       1      2      3       5     6      7      8

Electroforesis de PCR con cebadores ca I y Dsal CAII, Agarosa al 1 %, teñida con bromuro de
etidio. Linea 3, control negativo.  Corrida a 90 v. Volumen de carga 15 µL (12 µL  de muestras y
3 µL amortiguador de carga).

Resultado: positivo para todas las reacciones con templete y negativo para los controles (libre
de  DNA).  Las  reacciones  2  y  6,  realizadas con  el  templete  WT 2  generaron  un  producto
adicional de > 2000 pb. La reacción No 4 no se cargó en el gel. Se evaluará posteriormente.
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PCR CAII

Siguiente:  se  realizaron  4  reacciones  de  50  µL en  las  mismas  condiciones  para  obtener
producto para purificar y enviar a secuencia. Además el control negativo.

Continúa de p54, se busca amplificar dca I, prueba de dos reacciones con el sistema One Taq
DNA Polymerase NE BioLabs M0480L Lot 0011101. Tm 55 °C.

Resultado: ho hay amplificación.

Prueba con sistema Phusion HS II, se busca el mismo objetivo, dca I. Tm 72 °C. PCR de dos
pasos, recomendado (por el provedor) para fragmentos mayores a 1000 pb y longitudes de
primers superiores a 25 pb.

Resultado: negativo, no hay amplificación.

-Medir concentración de primers para corroborar concentración de la etiqueta, ya que no se ha
obtenido ninguna amplificación.

PCR 

P55R

Sistema Phusion HS II, cebadores dca I. Perfil térmico: 35 (98 °C 30 s, 55 °C 45 s, 72 °C 45 s).

Nota: los cebadores dca I generan un producto de 1,352 pb. 

Reacción Templete 

1 WT1   

2 WT2

3 No DNA

4 ???

L          1         2          3         4

             

   3000

                   2000

                          1500

                            1000

                     500

Resultado: positivas las reacciones 1 y 2, esta última con un producto accesorio. 
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Falta verificar el tamaño, parece haberse contaminado con los cebadores DCAII.

Correr nuevamente las muestras en un mismo gel con los productos de amplificación de CAII.

PCR CAII 

02/Ago/2013 P57

El objetivo es comparar los tamaños de los productos que se obtienen con los cebadores
DsalCAII y dcaI.

En esta reacción para la amplificar CAII sólo se utilizaron los cebadores DCAII F y R. Los
productos se evaluaron por electroforesis con otros productos generados previamente por dcaI.

L       1        2       (-)       5      6

PCR  CAII
05/Ago/2013 P57

El objetivo es obtener suficiente producto de PCR purificar y mandar secuenciar, utilizando los
cebadores DsalCAII F y DsalCAII R, sin usar el cebador interno (DsalCAII I).

L      1       2       3       4  

Electroforesis a 80 v 30 min, agarosa al 1%. Cargados 4 µl de muestra. 1-3 templete DsalWT1,
4 control negativo sin DNA. 

Resultado: positivo para muestras 1-3, reacciones 1-2 de 50 µl y 3 de 25.

Los productos 1-3 se mezclaron y se dividieron en dos volúmenes de 40 µl, fueron purificados
con el kit Qiaquick de Qiagen (28104), se resuspendieron en 30 µl de amortiguador EB y se
evaluaron en un Nanodrop ND1000.
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Hace falta evaluar nuevamente en gel y realizar más PCRs para obtener más producto para
purificar. Las muestras estuvieron almacenadas por aproximadamente cinco días a 4 °C, antes
de ser purificadas.
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PCR varios pares de primers

P57

Sistema OneTaq HF

Tm usada 65 °C.

Primers Templete

1 DCAII F y DCAII R Dsal WT1

2 DCAII F y DCAII R Dsal WT1

3 DCAII F y DCAII R Ninguno

4 DCAII I y  DCAII R Dsal WT1

5 DCAII I y  DCAII R Ninguno

6 eGFP F y eGFP R Plásmido-eGFP

7 eGFP F y eGFP R Plásmido-eGFP

8 eGFP F y eGFP R Ninguno 

9 PppG f y PppG R pCAMBIA-pG

10 PppG f y PppG R pCAMBIA-pG

11 PppG f y PppG R ninguno

L     1     2     3     4     5      6    7

L     8     9     10     11 
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3500 
pb

Trabajo previo
El casete de expresión de la proteina G se sintetizó inicialmente en 
pUC57. El casete (teóricamente) está constituído por el promotor atpA
(PatpA) en 5'UTR de 495 pb, el gen de la proteína G de 657 pb y el 3' 
UTR de 457 pb. A este vector se le nombró pUC57-pG.

Casete en plásmido de con el inserto de proteina G, con sus
respectivos cortes.

El plásmido SF pG3 (clona 1) contiene la proteína G clonada del cual
se espera un fragmento de 645pb. 
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De las muestras 2 y 3 (m2 y m1) se obtiene el fragmento de tamaño
aproximado  al  esperado,  en  m1  se  observan  dos  fragmentos
adicionales, uno de bajo peso molecular, menos de 100pb y otro de
alto peso, más de 2,000. Y este último se observa también en m2. 

Alineamiento del fragmento que flanquea la pG en el plásmido pCAMBIA

>gi|18205|emb|X04472.1|  Chlamydomonas reinhardtii  nuclear gene rbcS2 for  ribulose
bisphosphate 
carboxylase/oxygenase small subunit (EC 4.1.1.39)
Length=2785

 Score =  300 bits (332),  Expect = 2e-78
 Identities = 169/171 (99%), Gaps = 0/171 (0%)
 Strand=Plus/Plus
Promotor 109-127
Promotor 1079-1097

Query  1     
ATGGGGTATTTGAGCACTTGCAACCCTTATCCGGAAGCCTCCTGGCCCACAAAGGCTAGG  60
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
||||||||||||||||||||
Sbjct  971   
ATGGGGTATTTGAGCACTTGCAACCCTTATCCGGAAGCCCCCTGGCCCACAAAGGCTAGG  1030

Query  61    
CGCCAATGCAAGCAGTTCGCATGCAGCCCCTGGAGCGGTGCCCTCCTGATAAACCGGCCA  120
             
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct  1031  
CGCCAATGCAAGCAGTTCGCATGCAGCCCCTGGAGCGGTGCCCTCCTGATAAACCGGCCA  1090

Query  121   GGGGGCCTACGTTCTTTACTTTTTTACAAGAGAAGTCACTCAACATCTTAA  171
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct  1091  GGGGGCCTATGTTCTTTACTTTTTTACAAGAGAAGTCACTCAACATCTTAA  1141

Fragmento que contiene el promotor de RCBS2

ATGGGGTATTTGAGCACTTGCAACCCTTATCCGGAAGCCTCCTGGCCCACAAAGGCTAGGCGCCAATGCA
AGCAGTTCGCATGCAGCCCCTGGAGCGGTGCCCTCCTGATAAACCGGCCAGGGGGCCTACGTTCTTTACT
TTTTTACAAGAGAAGTCACTCA

Fragmento de la región 5´ de la Proteína G optimizada
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ACATCTTAAAATGCTGCAGCATCACCATCACCATCACGATGATGATGATAAAATGACAGATACATATAAA
TTAATTTTAAATGGTAAAACCTTAAAAGGTGAAACAACCACGGAAGCTGTTGATGCGGCGACAGCTGAAA
AAGTTTTTAAACAATATGCGAATGACAACGGAGTTGATGGGGAATGGACATATGATGACGCGACGAAAAC
CTTTACAGTTACAGAAAAGCCGGAGGTTATTGATGCTTCTGAATTAACGCCTGCTGTTACAACCTATAAA
CTTGTTATTAATGGCAAAACATTAAAAGGGGAAACAACCACGGAAGCGGTTGATGCTGCGACAGCTGAAA
AGGTCTTTAAACAATATGCGAATGACAACGGAGTTGATGGTGAATGGACATATGATGACGCTACCAAAAC
ATTTACCGTTACAGAAAAACCTGAAGTTATTGATGCGTCTGAGTTAACACCGGCTGTTACGACATATAAA
TTAGTTATTAATGGGAAAACATTGAAAGGTGAAACAACGACCAAAGCTGTTGATGCTGAAACAGCGGAAA
AGGCGTTTAAACAATATGCTAATGACAACGGAGTTGATGGTGTTTGGACATATGACGATGCTAC

NNNNNNNNNNN Cebadores 3IgG F y R

       L      1      2     3      4      5      6

Figura . Doble digestión (Pst I/Sal I) del plásmido de la muestra SF pG3
(clona 1). Plásmido pUC57:RCBS2-NAT.

.

El plásmido SF pG3 (clona 1) contiene la proteína G clonada del cual 
se espera un fragmento de 645pb. 

 L1     1      2     3    L2  
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Figura 1. Productos de PCR con los cebadores Pst-cam F y Sal-cam R, a
partir de la muestra con ADN plasmídico SF pG3 (clona 1). Electroforesis en
gel agarosa al 1%, teñida con bromuro de etidio, corrida durante 25min a 110V.
Vol. Carga de L1 4µL+ 2 bromofenol (BromF). 1 y 2: 8µL de muestra +2 BromF.
L2 4µL.    

De las muestras 2 y 3 (m2 y m1) se obtiene el fragmento de tamaño
aproximado  al  esperado,  en  m1  se  observan  dos  fragmentos
adicionales, uno de bajo peso molecular, menos de 100pb y otro de
alto peso, más de 2,000. Y este último se observa también en m2. 
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Comentarios  sobre  posibles  rutas  alternativas  para  la  producción  de
proteína G

Sobre la producción en microalgas de proteína G, puede explorarse la
posibilidad  de  producirla  mediante  un  virus  de  microalga  que
contenga clonada la secuencia de la proteina G con un promotor viral,
de alguna de sus proteínas constitutivas.

La infección podría realizarse en la última fase del crecimiento logarítmico
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pGEM-T

Este vector modificado debe contener la siguiente construcción:

5'Ncol 5' UTR Cla I  Promotor pG-LMG Bam HI CBD Xbal I 3' UTR Xho I 5' UTR Pst I Promotor NAT1 Nsi I
3' UTR Spe I

Nota: el subrayado solo fue puesto para distinguir entre regiones. En itálicas se distinguen los sitios de

corte con diferentes endonucleasas.

Cuantificación de plasmídico, del grupo de muestras marcadas 1-6.

• Muestra marcada 1: 572 ng/µL

• Muestra marcada 2: 259 ng/µL

L1      1           2         3          4       L2

Figura. Amplificación por PCR del gen pG de  Streptococcus sp.  a partir
del plásmido pGEM-pG
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Resultados experimentos de transfección
por biobalística en la cepa Dunaliella 
salina SQ

experimento de cuatro muestras

 

1. C7  MJM  100  mM  NaCl  500  µL  +  48  mL  MJM  200  µg/mL  Hyg
(18/Nov/12).

2. C8  MJM 100  mM  NaCl  500  µL  +  48  mL  MJM  200  µg/mL  Hyg
(18/Nov/12).

3. WTMJM 100  mM  NaCl  500  µL  +  48  mL  MJM  200  µg/mL  Hyg
(18/Nov/12).

4. WTMJM 100 mM NaCl 500 µL + 48 mL MJM 200 No Hyg (18/Nov/12).

Se realizó un conteo celular con el contador Scepter (Millipore: PHC00000).

Fue verificada la calibración antes de empezar

Muestra Días Crecimiento
(visual)

No Células
cel/mL

Tamaño
medio celular

Observaciones  en
microscopio óptico

1 10 - 8.69x104 4 campos 0 cel
sí  se  observaron
fuera de los campos

2 10 +++ 1.27x106 4 campos 0.902x106

3 10 - 6.323x104 4 campos 0 cel
no  se  observaron
fuera de los campos

4 10 ++ 4.831x105 4  campos  cel
abundantes < M1

Se realizarón observaciones por microscopia óptica (40X), fijando las células
con Lugol (100 µL de muestra por 1 µL de Lugol).

La muestra 2 (C8 MJM) fue llevada a una concentración de 400 µg/mL de Hyg.

La muestra 1 (C7 MJM) se llevará a la misma concentración cuando alcance la
densidad celular de la muestra 1.
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Figura.  PCR control,  para  evaluar  la  presencia  de  proteína  G:  primers
PstcamF y SalcamR. L marcador de peso molecular de 1 kb, 1-7, reacciones
descritas en la página 112 de la bitácora.  Vol carga: 12 µL muestra + 3  µL
buffer de carga. 90 V por 30 min.

• La banda que le aparece es de alrededor de 300 pb.

Se continua con la estandarización de condiciones de PCR en el termociclador

PE 5600 para los cebadores 3IgG. En la serie de reacciones que se prueban se

utiliza como Tm 60 0C y las siguientes condiciones térmicas de reacción: 2 min

94 0C, 35 ciclos (40 s 94 0C, 40 s  60 0C, 40 s  72 0C), 10 min  72 0C y  10 0C por

tiempo indefinido.
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Las reacciones se realizaron en el órden siguiente, con los templetes descritos
a continuación:

         L      1     2     3     4      5     L

Reacción Templete Volumen

1 DNA7 1 µL

2 DNA8 1 µL

3 WT1 0.8 µL

4 No DNA

5 pCAMBIA+pG 0.8 µL

Figura. PCR con cebadores 3IgG F y R. Electroforesis a 90 V por 50 min en
agarosa al 1.2% (Omnipure PCR Plus). 

Las  reacciones  realizadas  denotan  contaminación  de  los  reactivos,
inclusive  el  control  sin  DNA amplificó  (línea  4).  Sin  embargo,  en  todas  las
reacciones se obtiene una banda de cerca de 200 pb, lo cual coincide con las
banda esperada de 220.

Para identificar la fuente de contaminación, se prepraró un nuevo master mix,
variando la concentración de MgCl2 a 1.5 mM, ésto último, para modificar la
generación de bandas accesorias observadas en las reacciones anteriores. Se
realizaron las mismas reacciones anteriores y adicionalmente se realizaron tres
reacciones más. La primera con DNA (pCAMBIA-pG) y sin primers, la segunda
sin DNA y con primers y la última sin DNA y sin primers.  
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El resultado de las reaccioones  de la tabla y la imagen siguientes muestran

que al bajar la concentración de cloruro de magnesio a 1.5 mM y elevar de 59 a

60 0C de temperatura de alineamiento se eliminan los productos inespecíficos

de las reacciones. 

      L       1     2      3     4     5      6      7      8

Reacción Templete Primers Volumen

1 DNA7 + 1 µL

2 DNA8 + 1 µL

3 WT1 + 0.8 µL

4 No DNA +

5 pCAMBIA+pG + 0.8 µL

6 pCAMBIA+pG - 0.8 µL

7 No DNA +

8 No DNA -

Al considerar los resultados de las reacciones anteriores, determinó que los

cebadores  estaban  contaminados.  Por  lo  anterior,  se  prepararon  nuevas

alicuotas (stock de H2O) y se realizaron las mismas reacciones de PCR. Las

reacciones 6 y 7, probablemente estén mal preparadas. Sin embargo, hasta no

ver los resultados, solo es una probabilidad.
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Al considerar los resultados de las reacciones anteriores, determinó que los

cebadores  estaban  contaminados.  Por  lo  anterior,  se  prepararon  nuevas

alicuotas (stock de H2O) y se realizaron las mismas reacciones de PCR. Las

reacciones 6 y 7, probablemente estén mal preparadas. Sin embargo, hasta no

ver los resultados, solo es una probabilidad.

Las reacciones descritas a continuación se prepararon con alicuotas nuevas de

primers y con master mix nuevo. Continua el problema de contaminación en las

reacciones 4 y 7 que no tienen DNA. Por lo anterior se invalida el resto de las

reacciones.

      L        1      2     3      4     5      6     7      8

Reacción Templete Primers Volumen

1 DNA7 + 1 µL

2 DNA8 + 1 µL

3 WT1 + 0.8 µL

4 No DNA +

5 pCAMBIA+pG + 0.8 µL

6 pCAMBIA+pG - 0.8 µL

7 No DNA +

8 No DNA -

Para validar el PCR con los primers 3IgG se preparó un mix nuevo, cambiando

la  marca  de  la  polimerasa  por  la  HF  Phusion  HS  (Thremo  Scientific).  Se

prepararon las mismas reacciones que el la tabla anterior, modificando el perfil

térmico  para  las  características  de  la  HF  Fusion  y  las  concentraciones  de

reacción recomendadas por la casa comercial. La Tm utilizada fue la misma.

Las reacciones descritas fueron realizadas en el  termociclador PE de

aceite debido a una falla en el equipo PE 9700. Cada reacción fue transferida

de tubos de 0.2 a tubos de 0.5 mL.  Además de lo  anterior,  las reacciones

permanecieron a 4 0C durante aproximadamente 1 hora entre la preparación y

la  tranferencia  de  tubos.  Finalmente  por  un  error  en  la  programación  del

termociclador las reacciones fueron sometidas en tres ocasiones por 2 min a 98
0C.

No hubo resultados de la reacción y no puede haber una explicación

aceptable debido a todas las variaciones realizadas al método.
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PCR con primers 3Ig F y R, sistema HF Fusion HS II (Thermo Scientific)

Alicuotas nuevas: PCR mix, polimerasa

Alicuotas anteriores: H2O, primers, dNTPs 

     L        1          2         3          4        5        6  

Reacción Templete Primers Volumen

1 DNA7 + 0.5 µL

2 WT1 + 0.5 µL

3 pCAMBIA+pG + 0.5 µL

4 pCAMBIA+pG - 0.5 µL

5 No DNA +

6 No DNA -

El  producto  o  artefacto  de  la  reacción  número  5,  sigue  evidenciando
contaminación o la formación de dímeros de primers. Para corroborar que no
se esté dando la formación de dímeros, se realizarán dos grupos de reacciones
con  el  sistema HF  Fusion.  Las  reacciones  de  prueba  serán  con  todos  los
componentes de la reacción, salvo la polimerasa. 

-Si se da la formación de dímeros se descarta la contaminación de alguno de
los stocks restantes y se optará por la utilización de otros pares de cebadores
combinados.

PCR con primers 3IgG F y R, sistema HF Fusion HS II (Thermo Scientific)

Prueba para corroborar la formación de dímeros 

   L    1      2       3       4      5      6      L  

Reacción Templete Primers
A

Primer
B

Polimerasa

1 + + + -

2 - + + -

3 + - - +

4 + - + +

5 + + - +

6 + + + +

El resultado muestra que no hay formación de dímeros. La reacción No 6 sin

embargo,  muestra  barrido  producto  de alguna interacción  del  primer  A y  el

templete, que no se genera con los primers juntos.
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La  siguiente  prueba,  se  realizará  utilizando  alicuotas  nuevas  de  todos  los
reactivos  y  con  nuevos  stocks  de  agua  y  de  dNTPs.  Las  alicuotas  serán
preparadas en la campana de flujo laminar, con esterilización del área por UV y
descontaminación con alcohol.

PCR con primers 3IgG F y R, sistema Pfu Ultra HF  L          1           2         3         4

Reacción Templete Resultado

1 DNA7 -

2 WT1 +

3 pCAMBIA+pG +

4 No DNA -

Prueba deAgarosa al 1.2%, 80v, 30 min.

Termo PE GA 5700

PCR con primers 3IgG F y R, sistema HF Fusion HS         L          1           2         3         4

Reacción Templete Resultado

1 DNA7 -

2 WT1 +

3 pCAMBIA+pG +

4 No DNA -

   

   

Los  resultados  de  los  controles  negativos  (líneas  4,  superior  e  inferior)
muestran que las master mix nuevas, preparadas con el nuevo Stock de agua y
de dNTPs, no están contaminadas. El resultado negativo de las reacciones No
1 indica que el gDNA7 no posee los sitios de reconocimiento para los primers
3IgG. Sin embargo, se debe confirmar la integridad del DNA mediante PCR los
cebadores constitutivos. Las reacciones No 2, por su parte, muestran que o
bien en la WT hay sitios de unión para con primers 3IgG o que el DNA se
contaminó previamente con otro DNA. Se considera contaminación, debido a la
baja intensidad del producto y a la especificidad de los primers. Para confirmar
que  esté  contaminado,  se  repetirá  el  PCR  incluyendo  el  gDNA8,  que  se
preparó a la par con el gDNA7.

A  pesar  de  los  resultados,  no  se  descarta  la  posibilidad  de  que  la
contaminación  sea  por  aire  o  aerosoles.  Las  siguientes  reacciones  serán
realizadas  con  las  mismas  precausiones,  en  cuanto  a  esterilización  y
descontaminación, que fueron usadas en las reacciones inmediatas anteriores.
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       L          1         2           3         4         5         6

Reacción Templete Resultado

1 DNA7 -

2 DNA8 -

3 WT1 +

4 WT2 +

5 pCAMBIA+pG +

6 No DNA -

Del experimento de biobalística con el plásmido pCAMBIA-pG, en los últimos
experimentos, aproximadamente nueve meses después de la tranfección, se
crecieron cuatro cultivos (35 y 50 mL) con las muestras C7400Hyg, C8400Hyg,
MIX400Hyg(C7-C8) y DsalWT. En la fase estacionaria se colectaron las células
por  centrifugación  y  se  lavaron  con  el  mismo  medio  de  cultivo.  De  cada
muestra, resuspendida en 5 mL de medio, se tomaron 50 µL y se inocularon en
5 mL del mismo medio (sin herbicida)  en tubos falcon de 50 mL. Al resto de las
muestras  se  les  extrajo  DNA  con  el  kit  de  Axygen  y  se  midieron  las
concentraciones en el Nanodrop. Debido a la baja concentración se liofilizaron
las muestras y se resuspendieron en 1/6 del volumen de resuspensión inicial
(50)  µL y se midió nuevamente la concentración de DNA.
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3. Transfección mediante electroporación

Basado en los protocolos de Geng  et al  (2003),  Li  et al (2007) y Sun  et al
(2005)

Por  cada reacción  de electroporación  se  requieren 15  µl  de  plásmido (200
µg/ml).

Propagación del plásmido pCAMBIA1302-pG en E. coli

Propagación  de  pCAMBIA1302-pG  en E.  coli NEB-TURBO  en  medio  LB-
kanamicina (30 µg/mL)

• El DNA se evaluó en un Nanodrop ND1000. En la siguiente tabla se
muestran las concentraciones de DNA plasmídico obtenidas.

Muestra Etiqueta Concentración (ng/µl)

1 pCAMBIA+pG 092013 278 

2 pCAMBIA+pG 092013 249

3 pCAMBIA+pG 092013 296

Para comprobar que el plásmido contenga la secuencia de la proteína G se
amplificó  por  PCR  con  los  cebadores  Pst  cam  y  Sal  cam,  realizando  las
reacciones que se describen a continuación:

     1     2      3      4      5       6      7     8
L 

Rx Templete Resultado

1 NEB-T pCAMBIA+pG +++

2 pCAMBIA+pG 01 +++

3 pCAMBIA+pG 02 +++

4 pCAMBIA+pG 03 +++

5 Control (-) no DNA -

Las reacciones 1-4 fueron positivas, con algunas bandas accesorias. El
control negativo no generó ningún producto,

Después de corroborar la presencia del gen de la proteina G en los plasmidos
propagados se prepararon alicuotas de 50 µL con el plásmido 01 (278 ng/µL),
para una concentración final de 200 ng/µL.
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Preparación de células para 
electroporación

P168R, bitácora en físico. 04/09/2013

Se contarón células de distintos cultivos para hacer alicuotas con una 
densidad celular de 1 millón de células por mililitro.

Conteo de células
Cultivo Células/mL

01 1.9x106

02 1.9x106

03 0.8x106

04 1.2x106

4. Transfección mediante perlas de cristal

Marcaje del DNA plasmídico con SYBR 
safe 

SYBR safe (Molecular Probes, S33102), teñir 
con 1X de SYBR safe (10,000 X) durante 15-30
minutos. 

Precipitar con 2 volúmenes de etanol absoluto y lavar con 

Preparacíón del plásmido

3 mL de células, precipitadas a 5000 rpm

 150 mg glass beads

Protocolo de Feng et al, 2009. 

 300 mg glass beads, 3.5 % PEG y 60  µg de vector en 800  µL de 

medio en agitación a 2400 rpm.

Kindle et al, 1990.

300 mg de glass beads, 5% PEG y 10  µg de vector linealizado
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PEG (Mr 6000, SIGMA)

Glass beads 0.45-0.52 mm diameter (SIGMA) lavadas con ácido 
clorhídrico concentrado, enjuadas con agua destilada y secadas y 
esterilizadas a 250 °C por 2-3 h.

Solution 20% (w/v) PEG para una concentración final del 5%

300 mg de bolitas de cristal en 400 µL, DNA y agitación al máximo (10-20 s) 

en tubos cónicos de 15 mL. 

2.5-50 µg/mL DNA 1-20 µg de plásmido lineal por transformación.  Puede usarse entre 
5-10  µg por transformación, sin afectar el número de colonias que se generan.

Se dejan sedimentar las células y éstas se siembran en agar con medio selectivo.

Vórtex

Agitación orbital

Agitación manual

Se dejaron las células en los mismos tubos por 48 h

Se transfectaron dos preparaciones de  D. salina con el  plásmido pCAMBIA-
eGFP o pCAMBIA-pG .

Después de la incubación por 48 h

Se escalaron a un volumen de 10 mL de cultivo.  Al  llegar  a  una densidad
celular superior a 1x106 cél/mL se escalaron a 200 mL de cultivo.

De manera paralela y en la mismas condiciones se propagó un cultivo de D.
salina wt.

A partir  de  100  mL de  los  cultivos  de  200  mL se  extrajo  DNA de  cada
preparación  con  el  sistema  AxyPrep  Multisource  Genomic  DNA  Miniprep
(Axygen  AP-MN-MS-GDNA-50),  siguiendo  las  recomendaciones  de  la  casa
comercial.
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Los 100 mL restantes se preciipitaron y se usaron para transfectar  con los
plásmidos pChlamy_GP y pCAMBIA-pG (Proyecto Ébola).

Se recuperaron las siguientes cantidades de DNA genómico

Dsal wt0 20 ng/µL

Dsal wt01 21 ng/µL

Dsal pCAMBIA-eGFP 21 ng/µL

Dsal pCAMBIA-pG 21 ng/µL

PCR pG (Pst cam F y Sal cam R) Tm probada 60 °C

PCR master mix Qiagen

5 Rxs 25 µL

12.5 PCR mix 2x 62.5

9.5 H2Odde 47.5

1.0 Primer F 5

1.0 Primer R 5

1.0 Templete -

Reacciones

1 Dsal Wt01

2 pCAMBIA-eGFP

3 pCAMBIA-pG

4 Negative

5 eGFP-pCAMBIA-pG 40 ng/µL
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PCR pG (Pst cam F y Sal cam R) Tm probada 60 °C

PCR master mix Qiagen, termociclador Primus 96 Plus (MWG BIOTECH)

Reactivo Cantidad en µL Reacción Templete

PCR mix 2x 12.5 1 Dsal Wt01

H2Odde 9.5 2 Dsal pCAMBIA-eGFP

Primer F 1.0 3 Dsal pCAMBIA-pG

Primer R 1.0 4 Negative

Templete 1.0 5 GFP-pCAMBIA-pG 40 ng/µL

Dio positiva el control (rx 5) y el resto presentaron una banda muy tenue, del
mismo tamaño, inclusive el control negativo (rx 4).

     L    1      2      3      4      5 

          L  

      1000-

       500_

Figura. PCR con cebadores para el gen de la proteína G. Electroforesis al 1%
teñida con bromuro de etidio.
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PCR 18S (MA1 y MA2) Tm  52 °C                            p182

Se realizaron las mismas reacciones que en el  experimento anterior con los

cebardoes para D. salina MA1-MA2. Las tres reacciones con gDNA de D. salina

wt o sometida a transfección amplificaron el producto esperado de 2,170 pb

(Olmos et al, 2010), líneas 1-3, mientras que el control negativo se mantuvo sin

amplificar al igual que el control con DNA del plásmido pCAMBIA-pG.

El resultado indica que los DNAs genómicos recuperados están en buen estado

para ser usados como templados para amplificar por PCR.

         1             2           3            4            5 

   
              L  

      3000-

      2000-

     1500_

    1200 _

1000-

       500_

Figura. 
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PCR con Pst y Sal, Tm 60 °C

Incremento  del  templete  a  2  microlitros,  usando  stocks  nuevos de  primers,
agua y PCR mastermix.

PCR master mix Qiagen, termociclador Primus 96 Plus (MWG BIOTECH)

Reactivo Cantidad en µL Reacción Templete Resultado

PCR mix 2x 12.5 1 Dsal pCAMBIA-eGFP -

H2Odde 8.5 2 Dsal pCAMBIA-pG -

Primer F 1.0 3 GFP-pCAMBIA-pG 40 ng/µL +

Primer R 1.0 4 Negative          -
*

Templete 2.0

*Aunque el resultado no se muestra en la imagen, por un error en el procesamiento, el control negativo no
generó ningún producto,

           L       1          2            3 

               

      3000-

      2000-

     1500_

     1200--

                   1000-

       500_

Figura. PCR con cebadores para el gen de la proteína G (p82R). Electroforesis
al 1% teñida con bromuro de etidio. PCR master mix Qiagen.
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Digestión de plásmido eGFP-pCAMBIA-pG 418 ng/µL

Enzimas usb PstI y Sal I

Pst I 50 u/µL 

Sal I 15 u/µL

10X H buffer

La  digestión  del  plásmido  eGFP-pCAMBIA-pG,  con  estas  dos  enzimas
conjuntamente, libera el casete de expresión de la proteína G, linealizando el
plásmido eGFP-pCAMBIA.

La digestión con una sola de ellas lineariza el plásmido.

Se probarán tres reacciones:

A. 34 µL de H2Odde + 5 µL buffer + 10 µL de plaśmido + 1 µL de Pst I 

B. 34 µL de H2Odde + 5 µL buffer + 10 µL de plaśmido + 1 µL de Sal I 

C. 33 µL de H2Odde + 5 µL buffer + 10 µL de plaśmido + 1 µL de Pst I + 1 µL
de Sal I 

Inicia incubación a 37 °C a las 17:50, termina 19:13

     L      1     2     3      4

Figura. Digestión del plásmido eGFP-pCAMBIA-pG (418 ng/µL) con las endonucleasas Pst I y
Sal  I.  En  la  línea  1  se  muestra  el  plásmido  migrando  en  su  forma  lineal  y  en  forma
supernrrollada, flechas superior e inferior. En la línea 2 el plásmido digerido con Pst I, en la
línea 3 el plásmido cortado con Sal I y en la  línea 3 el plásmido lineal y el casete de la proteína
G liberado del plásmido migrando entre las bandas 600-700 pb de la escalera.
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Actualmente,  hay  varios  stocks  de  los  plásmidos  pCAMBIA-pG,  pCAMBIA-eGFP,  eGFP-
pCAMBIA-pG, pChlamy_4_GP. 

Se probará usar una mezcla de los plásmidos pCAMBIA-pG y pChlamy_4_GP en una relación
molar 75:25. Esta prueba se realiza con el objetivo de desarrollar clonas con doble resistencia.
A higromicina por parte de pCAMBIA-pG y a Zeocina por el vector pChlamy_4_GP. Con la
proporción planteada y el uso de los dos antibióticos se busca por probabilidad asegurar que
las clonas transformantes posean los dos plásmidos, siendo  de mayor interés el plásmido
pCAMBIA-pG que posee el gen de la proteína G, que es nuestro objetivo principal..

Además de lo anterior, la mezcla de plásmidos será previamente marcada con SYBR green.

Inmediatamente después de la transfección,  una alícuota de la muestra será analizada por
microscopia.

Cantidad de plásmido requerida para los siguientes experimentos (por triplicado):

Transfección

a) con el plásmido pCAMBIA-pG marcado con SYBR green

b) con los plásmidos pCAMBIA-pG y pChlamy_4-GP (25:75 de proporción molar) marcados con
SYBR green

a) con el plásmido pChlamy_4-GP marcado con SYBR green

Construcción pCAMBIA-pG-wasabi o pCAMBIA-pG-eGFP?

Plásmido para expresión de Alelle wasabi

5'-NdeI----BamHI-wasabi-stop-EcoRI-HindIII

Primers Sal-wasabi KpnI-wasabi
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ANEXO
1. Preparation of Competent E. coli Cells –
Calcium Chloride Method 
This  method  is  for  batch  preparation  and  frozen  storage  of
competent  cells.  This  is  the  most  convenient  method for  making
competent  cells.  It’s  also  the  least  rigorous  and  consequently
transformation frequencies are relatively low, usually around 10^6
colonies  per  ug  of  circular  DNA.  One  can  obtain  much  higher
frequencies  (10^7-10^9  per  ug)  by  using  cells  prepared  by  the
Hanahan method or by electroporation. However, for most purposes,
like introducing plasmid DNA into cells for stocks or most cloning
applications,  calcium-treated  cells  are  fine.  The  higher
transformation frequencies are usually needed only for introducing
precious library DNA or recovering very rare clones in a mixture.

Note: It is very important that sterile technique be strictly observed
through the prep. All centrifuge bottles, tubes, solutions, pipets, etc.
must  be  sterile.  Any  contamination  during  the  prep  will  result  in
problems for everyone in the lab who uses the competent cells for
cloning, thereby probably decreasing your popularity.

1. Inoculate 1mL of LB with cells from a frozen glycerol stock and
grow overnight at 37 0C.

2. Inoculate 500 mL of LB with the entire overnight culture.

3. Grow at 37  0C until OD550= 0.45 to 0.6, approx 4 hours. Cells
overgrown will have significantly lower transformation efficiency than
those in log phase growth.

4. Harvest cells on ice. Spin for 5k for 5 min at 40C using a JA10 or
GS3 rotor. It’s convenient to split the prep into 2 500mL centrifuge
bottles at this point.
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5. Resuspend in a total of 250mL of cold 50mM CaCl2.

6. Incubate on ice for 15 min.

7. Combine in one 500 mL bottle and spin 5k for 5 min at 4 0 C.

8. Resuspend in 21.5mL of cold 50mM CaCl2.

9. Add 3.5mL of sterile 100% glycerol. Mix gently.

10. Aliquot 500uL to 1mL portions into sterile eppendorf tubes on
ice.

11. Flash freeze tubes in liquid nitrogen and store at –70 0 C.

Cell  aliquots  should  be  used  within  6  months  of  preparation  to
ensure transformation frequency.

Propagación del plásmido pCAMBIA1302-pG en 
E. coli

Propagación  de  pCAMBIA1302-pG  en E.  coli NEB-TURBO  en  medio  LB-
kanamicina (30 µg/mL)

• Se tomarón 50 µl de una cepa almacenada a -80 °C (etiquetada NEB-T
pCAMBIA+pG) y se inocularon por triplicado en 5 ml de medio LB 30
µg/ml de kamamicina. Se incubarón por 8h a 37 °C en agitación y se
colectaron para extracción de plásmido. 

• El DNA plasmídico se extrajo con el sistema GeneJET Plasmid Miniprep
(Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones de sistema.

• El DNA se evaluó en un Nanodrop ND1000. En la siguiente
tabla  se  muestran  las  concentraciones  de  DNA  plasmídico
obtenidas.
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2. Extracción de DNA total

2.1 Axygen, AxyPrep Multisource gDNA MiniPrep Kit

Protocolo para cultivos de células de plantas

Lísis y homogenización

1. Centrifugar por 1 min a 5000 g (no especifíca que volumen, la 
velocidad es adaptada para D. salina) un cultivo a una densidad de 2x103-
1x107 cél/ml.

2. Resuspender en 150 µL de PBS e incubar 65-75 °C por 15 min  
(adaptado para D. salina).

3. Agregar 350 µL de PBS con 1 µL  de RNAsa A e incubar por 15 min a 
37 °C (adaptado).

4. Agregar 20 µL de proteinasa K y 150 µL de buffer C-L y mezclar 
inmediatamente por vórtex durante 1 min.

5. Incubar durante 10 min a 56 °C.

6.  Agregar 350 µL de buffer P-D y mezclar por vórtex 30 s.

7. Centrifugar por 10 min a 12,000 g a TA.

Adhesión, lavado y elusión

8. Transferir el sobrenadante en una columna (se terminaron, se está, 
usando columnas NucleoSpin, Tissue Columns de Macherey-Nagel) y 
centrifugar por 1 min a 12,000 g, descartando el fitrado.

9. Lavar con 500 µL de buffer W1 y centrifugar por 1 min a 12,000 g, 
descartando el filtrado.

10. Lavar con 700 µL de buffer W2 y centrifugar por 1 min a 12,000 g, 
descartando el filtrado.

11. Centrifugar por 1 min a 12,000 g y transferir la columana a un tubo 
nuevo.

12. Agregar 100 µL de eluyente e incubar 1 min a TA.

13. Centrifugar 1 min a 12,000 g.
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3. Extracción de plásmido   

Extracción de plásmido (Borowitzka, Borowitzkal, & Moulton, 1984)en 
maxiprep con  Compact Prep Plasmid Purification (Qiagen)

1. Centrifugar a 6,000 xg durante 15 min 100 mL de cultivo  para plásmidos de alto 
número de copia ó 250 mL para plásmidos de bajo número de copia.

2. Descartar el sobrenadante y resuspender en 5 mL de buffer P1.

3. Añadir 5 mL de buffer P2 y mezlcar invirtiendo el tubo de 6 veces.

4. Incubar 3 min a temperatura ambiente.

5.  Añadir 5 mL de buffer S3 y mezclar vigorozamente invirtiendo el tubo de 6 veces.

6. Tranferir el lisado a un cartucho e insertar la jeringa para recuperar el filtrado.

7. Agregar al filtrado 5 mL de buffer BB y transferir a una columna (CompaqPrep, 
azul) acoplada a la extensor.

8. Filtrar por vacío.

9. Lavar con 0.7 mL de buffer PE aplicando vacío o por centrifugación a 10,000 g por
1 min.

10. Pasar la comlumna a un tubo nuevo y eluir el DNA con 200 µL de buffer EB.
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4. Digestiones con endonucleasas

PstI y SalI (BioLabs)

Reactivo/Concentración Cantidad Concentración
final

H2Odde 23.9 -

CutSmart Buffer 10X 5 1X

DNA (418 ng/µL ) 19.1

PstI HF 20 U/ µL 
(BioLabs)

1

SalI HF 20 U/ µL 
(BioLabs)

1

418 ng – 1 µL 

8,000 ng – 19.1 µL

Incubación a 37 °C durante 1 h. 

BamHI y NotI (BioLabs)

Reactivo/Concentración Cantida
d

Concentración
final

H2Odde 23.9 -

CutSmart Buffer 10X 5 1X

DNA ( ng/µL ) 19.1

Bam HF 20 U/ µL 
(BioLabs)

1

NotI HF 20 U/ µL 
(BioLabs)

1

 ng – 1 µL 
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5,000 ng – 19.1 µL

Endonucleasas usb 

Pvu I (usb)

Reactivo/Concentración Cantida
d

Concentración
final

H2Odde 5 -

CutSmart Buffer 10X 2 1X

BSA 0.1% 2 0.01%

DNA ( 100 ng/µL ) 10

Enzyme  10 U/ µL 1

Incubar a 37 °C

Inactivar a 60 °C por 15 min

 ng – 1 µL 

5,000 ng – 19.1 µL
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5. PCR

3.1 

3.1.1 PCR de colonias de C. reinhardtii
Prepación de lisado

1.  Picar  media  colonia  con  una  punta  de  micropipeta  de  20  µL  y
disolverla en un tube de PCR con 10 µL de agua. Repetir para al menos 20
colonias. Nota: recuerde picar en una placa nueva para  experimentos
posteriores.

2. Calentar los tubos a 95 °C por 10 min.

3. Resuspender el contenido de cada tubo con la micropipeta, subiendo
y bajando el volumen. Este lisado será usado como templete en el PCR.

PCR

Usar 1 µL del lisado por una reacción de PCR de 50  µL.

PCR One Taq DNA Polymerase (BioLabs M0480L)

Reacciones de 50 µL de volumen

Reactivo Cantidades para diferente No de reacciones

1 Rx 3 Rx 5 Rx 10 Rx 15

One Taq standar buffer 5x 10 30 50 100 75

H2Odde 36 108 180 370 270

dNTPs mix (10 mM) 1 3 5 10 7.5

F (10 µM) 1 3 5 10 7.5

R (10 µM) 1 3 5 10 7.5

One Taq DNA Pol 0.25 0.75 1.25 2.5 1.9

Templete: cellular lysate 1 - - - -

Vol 50 25

Perfil térmico recomendado:

94 °C 30 s
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30 (94 °C 15-30 s, 45-68 °C 15-60 s, 68 °C 1 min/kb)

68 °C 5 min.
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6. Tranfección de células

3.1 Bolitas de cristal

3.1.1 D. salina
3 mL de células, precipitadas a 5000 rpm

150 mg glass beads

Protocolo (Feng, Xue, Liu, & Lu, 2009). 

 300 mg glass beads, 3.5 % PEG y 60  µg de vector en 800  µL de medio
en agitación a 2400 rpm.

Protocolo (Kindle, 1990) para Chlamydomona reinhadtii.

1. 300 mg de glass beads, 5% PEG (Mr 6000, SIGMA) y 10  µg de 
vector linealizado

2. Glass beads 0.45-0.52 mm diameter (SIGMA) lavadas con ácido 
clorhídrico concentrado, enjuadas con agua destilada y secadas y
esterilizadas a 250 °C por 2-3 h.

3. Solution 20% (w/v) PEG para una concentración final del 5%

4. 300 mg de bolitas de cristal en 400 µL de cultivo (<=3x106 
cél/mL), DNA y agitación al máximo (10-20 s) en tubos cónicos de
15 mL. 

5. 2.5-50 µg/mL DNA 1-20 µg de plásmido lineal por transformación. 
Puede usarse entre 5-10  µg por transformación, sin afectar el 
número de colonias que se generan.

6. Se dejan sedimentar las células y éstas se siembran en agar con 
medio selectivo.

• Vórtex, agitación orbital, agitación manual

• Se dejaron las células en los mismos tubos por 48 h

Protocolo utiizado para D. salina
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Se  transfectaron  dos  preparaciones  de  D.  salina con  el  plásmido
pCAMBIA-eGFP o pCAMBIA-pG .

1. Cosechar 200 mL de células de un cultivo reciente a una densidad
celular no mayor de 3x106 cél/mL.

2. Precipitar por centrifugación a 2500 rpm por 5 min, descartando el
sobrenadante tanto como sea posible.

3.  Resuspender  en  10  mL  de  Reactivo  de  Transformación  (TR)1 y
centrifugar nuevamente, descartando el sobrenadante.

4. Repetir el paso anterior.

5. Resuspender en RT para una concentración final de 2-3x108 cél/mL.

6. Agregar de 5 µg de plásmido linealizado por cada 250 µL de células e
incubar de 2-8 °C por 5 min.

7.

2. Después de la incubación por 48 h se escalaron a un volumen de 10 mL de
cultivo.

3. Al llegar a una densidad celular superior a 1x106 cél/mL se escalaron
a 200 mL de cultivo.

4. A partir de 100 mL de los cultivos de 200 mL se extrajo DNA de cada
preparación con el sistema  AxyPrep  Multisource  Genomic  DNA  Miniprep
(Axygen AP-MN-MS-GDNA-50), siguiendo  las  recomendaciones  de  la  casa
comercial.

3.1.2 C. reinhardtii

δ culture δ electro Vol Plasmid Cuvette Pulse 

dinamycs

Volts Time Ω Ref

1-4x108

cél/ml
250 µl 10 µg 4 mm exponencial 1900-

2400 v

10 µF - 1

3-6x106

cél/ml
3-6x108

cél/ml
250 µl 0.3-1 µg 2000 v 25 µF 2

1-2x106

cél/ml
250 µl 2-4 µg 4 mm 500 v 30 ms 50 µF 800 Ω 3

1GeneArt MAX Efficiency Transformation Reagent
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1. (Shimogawara et al. 1998): 10  µg de  plásmido lineal, 1-4x108

cél/ml, 250 µl células en cuveta de 4 mm, pulso exponencial 1900-
2400 v, 10 µF, sin resistencia de derivación.

2. (Rasala et al. 2012): 

3. (Gen Art, Life Technologies n.d.)

Protocolo de Rasala et al, 2012.

1. Propagar células de C. reinhadtii-cc1690 hasta obtener una densidad celular 
3–6x106 cells/ml en TAP  a 23 °C bajo iluminación constante a 5000 lux en un 
agitador orbital. 

2.  Cosechar  células  por  centrifugación  y  resuspender  en  TAP-40  mM  de
sucrosa con una densidad celular de 3x108 cells/ml. 

3. Mezclar 250 µL de células con 300–1000 ng de plásmido por 5–10 min en
hielo.

4. Electroporar con un pulso exponencial de 2000 V/cm, 25 µF de capacitancia.

5. Dejar que la células se recobren durante 18 h en 10 mL de TAP-40 mM de
sucrosa y plaquear en TAP-zeocin (15 µg/mL). 

Kit de transfección GenArt

1. Cosechar 200 mL de células a 1-2x106 cel/mL y centrifugar a 2,500
rpm por 5 min. Descartar el  sobrenadante  y  eliminar  la  mayor  cantidad  de
medio posible sin perturbar el precipitado.

2.  Resuspender  el  pellet  en  10  mL  de  MAX-ETR  y  centrifugar
nuevamente (2,500/5). Descartar el sobrenadante como en el paso anterior.

3, Repetir el paso anterior.

4. Resuspender en MAX-ETR para una densidad de 2-3x108 cel/mL.

5. Tomar una alicuota de 250 µL de células y agregar 2-4 µg de plásmido
linealizado e incubar a 2-8 °C por 5 min.
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6. Transferir la mezcla a una cubeta de electroporación pre-enfriada y
electroporar a 500 V, 50 µF y 800 Ω por 30 ms.

7. Dejar que las células se recobren por 15 min.

8. Transferir las células a un tubo falcón de 50 mL con 10 mL de TAP-40
mM sucrosa a TA.

9. Incubar las células con iluminación (50  µE/ m2s ) 26 °C por 14-16 h.

10. Centrifugar las células, descartar el sobrenadante y resuspender en
200 µL de TAP a TA.

11. Plaquear los 200 µL de células en cajas TAP-zeocin (5 µg/mL) e
incubar a 26 °C bajo iluminación.

12. Incubar 5-7 días o hasta que las colonias sean visibles.  
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IV. MEDIOS DE CULTIVO
4.1 MJM

1. Solución I

• Pesar NaCl (14.6 g - 250 mM, 196.81 g – 3.37 M).

• Pesar 43 mg de NaHCO3 (bicarbonato de sodio).

• Disolver en 900 mL H2Odde.

2. Solución II

• Disolver 1 mL de cada solución stock (10, trace elements) en 80 

mL H2Odde.

• Pesar 1.73 g de MgSO4-7H2O y disolverlos en la solución.

• Pesar 1.0 g de KNO3 y disolverlo en la solución.

3. Mezclar las soluciones I y II, ajustando el pH entre 7-7.4.

4. Aforar a 1 L.

Modified MJM (Borowitzka, 1990)
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Component Final Concentration Our work

NaCl As needed As needed

MgCl2 6H2O 1.5 g - -

MgSO4-7H2O 0.5 g 1.73 g

KCl 0.2 g - -

CaCl2-2H2O 0.2 g 0.028 g

KNO3 1.0 g 1.0 g

NaHCO3 43 mg 43 mg

KH2PO4 0.035 54.4 mg

Fe solution (for 1 litre)

Na2EDTA 189 mg EDTA 1.5 mg

FeCl3 6H2O 244 mg FeCl2 6H2O 1.6 mg

Trace element solution (for 1 litre)

H3BO3 61 mg 11.5 mg 

(NH4)6 Mo7O24 38 mg 1.2 mg

CuSO4 5H2O 6 mg CuCl2 2H2O 0.17 mg

CoCl2  6H2O 5.1 mg 0.3 mg

ZnCl2 4.1 mg 0.1 mg

MnCl2 4.1 mg MnCl2  4H2O 1.4 mg

4.2 Erdschreiber's Medium 2X
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Component Stock 
Solution

Final 
Concentration

Johnson Relatio
n

Supplemented 
Seawater

1 L -

P-IV Metal Solution 12 mL -

NaNO3 3.33
mL

0.7 M 2.3 mM KNO3 10 mM

NaCl 0.1-5 M

NaHCO3 0.51
mM

++++

Na2HPO4 /H2O 3.33
mL

0.02 M 0.067 mM

Soilwater: GR+Medium 50 mL

Vitamin B12 1 mL 140 µg/mL 140 ng/mL - -

Supplemented Seawater to 1 L

Component Final Concentration Johnson

Pasteurized Seawater 900 mL

NaCl 23 g/L 393.8 mM 0.1-5 M

MgCl2 6H2O 5 g/L 24.6 mM MgSO4 7H2O 7 mM

Na2SO4 4 g/L 28 mM
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P-IV Metal Solution to 120 mL

Component Amount Final Concentration Johnson

Na2EDTA 2H2O 0.09 g 2 mM EDTA 5 μM

FeCl3 6H2O 0.0116 g 0.36 mM 2 μM

MnCl2 4H2O 0.005 g 0.21 mM 7 μM

ZnCl2 0.0006 g 0.037 mM 1 μM

CoCl2 6H2O 0.00024 g 0.0084 CoCl2 1 μM

Na2MoO4 2H2O 0.00048 0.017 mM (NH4)6 Mo7O24 1 μM

Vitamin B12 to 50 mL

Component Amount Final Concentration

HEPES buffer pH 7.8* 0.6 g

Vitamin B12 0.007 g 140 µg/mL

*Preparar el HEPES y ajustar el pH

(Wang et al., 2007) utiliza el medio publicado por Ben-Amozt 
para cultivar D. salina strain (UTEX1644) 
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Component Final 
Concentration

Li et al, 2010 Johnson

NaCl 2 M 2 M 0.1-5 M

NaHCO3 50 mM 50 mM 0.51
mM

KNO3 5 mM 2.5 mM
NaNO3

10 mM

KH2PO4 0.12 mM 0.2 mM 0.4 mM

EDTA 6 μM 6 μM 5 μM

FeCl3 2 μM 2 μM 2 μM FeCl2 6H2O

MgSO4 5 mM 5 mM 7 mM MgSO4

7H2O

CaCl2 0.12 mM 0.2 mM 0.2 mM CaCl2 H2O

MnCl2 7 μM 7 μM 7 μM MnCl2 4H2O

ZnSO4 1 μM 1 μM 1 μM ZnCl2

Co(NO3)2 1 μM 1 μM 1 μM CoCl2

CuSO 4 1 μM 1 μM 1 μM CuCl2  2H2O

(NH4)6 
Mo7O24

1 μM 1 μM

185 μM H3 BO3

12 h light (45 lux)/12 h dark cycle.
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4.2 TAP
Gorman, D.S., and R.P. Levine (1965) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 54, 

1665-1669.

Stock solutions:

1. TAP sales

Compound

NH4Cl 15.0 g 0.75 g

MgSO4 . 
7H2O

4.0 g 0.2 g

CaCl2 . 2H2O 2.0 g 0.1 g

water to 1 
liter

To 50 
mL

2. phosphate solution

 K2HPO4  28.8 g

KH2PO4  14.4 g

water to 100 ml  

3. Hutner's trace elements (follow this link)

To make the final medium, mix the following:

2.42 g Tris

25 ml solution #1 (salts)

0.375 ml solution #2 (phosphate)

1.0 ml solution #3 (trace elements)

1.0 ml glacial acetic acid

water to 1 liter

For solid medium, add 15 g agar per liter

Autoclave.
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For Tris-minimal medium omit the acetic acid and titrate the final solution 
to pH 7.0 with Hcl
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1X PBS

Component g to 1L G to 50 ml

NaCl 8 0.4

KCl 0.2 0.01

Na2HPO4 1.44 0.072

KH2PO4 0.24 0.012

Adjust pH to 7.4

Sterilize if is necesary

PURIFICACIÓN DE DNA/PROTEÍNA

illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare: 28-9034-
70), usando en lugar del Capture buffer type 3, el buffer QX1 Solubilization 
buffer (QIAEX II Gel Extraction Kit, Qiagen).

5.3 Protocol

1. Add 500 µl QX1 solubilization buffer/ 100 µl sample

2. Load the sample mix onto GFX column and centrifuge 30 s at 16,000 
g, discard the flow through.

3. Wash with 300 µl wash buffer type 1 and  centrifuge 30 s at 16,000 g, 
discard the flow through.

4. Centrifuge 1 min at 16,000 g, discard the flow through and put the 
column into new tube.

5. Add 10-50 µl elution buffer, incubate 1 min RT and  centrifuge 1 min at

16,000 g.
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Anexo 2. Secuencias de genes, 
plásmidos y construcciones.

Figura. Construcción en plásmido con el inserto de proteina G de

Streptoccocus sp. con sus respectivos cortes.
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