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Resumen de la tesis que presenta Fabian Siqueiros Vargas como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con orientacidn en Biotecnologia Marina.

Caracterizacion de los genes que codifican para las enzimas involucradas en la bioacumulacién de g —
caroteno en Dunaliella bardawil y Dunaliella salina.

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Olmos Soto
Director de tesis

Las microalgas halotolerantes Dunaliella bardawil y Dunaliella salina, son capaces de bioacumular
alrededor del 10% en peso seco de B-caroteno, con respecto a su volumen celular. El B-caroteno, es un
pigmento altamente demandado en el drea alimenticia y aun mas en el sector farmacéutico, donde ha
surgido un gran interés por las propiedades anticancerigenas del B-caroteno natural. El control de su
produccién es por tanto, muy importante. El B-caroteno presenta multiples estereoisémeros, siendo de
especial interés, 9-cis. Mientras que la sintesis organica es capaz de producir Unicamente el isémero,
“all”-trans, el isémero 9-cis, solo puede obtenerse mediante biosintesis. Sin embargo, en el sector
terapéutico, proporciones de ambas especies resultan indispensables.Debido a la alta demanda de
carotenoides de origen natural en el mercado internacional, actualmente existe una atencién muy
pronunciada hacia la elucidacién de los mecanismos moleculares involucrados en la carotenogénesis de
Dunaliella, con el fin de incrementar la produccién masiva de B-caroteno.Aunque hay muchos estudios
concernientes a la bioacumulaciéon de B-caroteno, los conocimientos sobre los genes involucrados en la
biosintesis de esta molécula y su regulacién en Dunaliella, son minimos. En este estudio, se realizd un
analisis de los genes fitoeno sintasa (psy), fitoeno desaturasa (pds), zeta caroteno desaturasa (zds) y 8-
licopeno ciclasa (Icy-8) para las microalgas certificadas Dunaliella salina y Dunaliella bardawil. Asi, como
la caracterizacion parcial de la regidon promotora del gen psy, en D. salina.

Palabras clave: B-caroteno, Dunaliella, fitoeno, lIcopeno-8-ciclasa



Abstract of the thesis presented by Fabian Siqueiros Vargas as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life’s Sciences with orientation in Marine Biotechnology

Characterization of the enzymes coding genes involved in B-carotene bioaccumulation on Dunaliella
salina and Dunaliella bardawil

Abstract approved by:

Doc. Jorge Olmos Soto
Thesis Director

Dunaliella bardawil and Dunaliella salina, are halotolerant microalgae with the capacity of
bioaccumulate up to 10% dry weight of B-carotene in regards to its cellular volume. B-carotene is a
highly demanded pigment at food area and even more valued in the pharmaceutical sector, where big
interest has emerged because of the natural B-carotene and his anticarcinogenic properties. Thus, the
control of its production is very important. B-carotene presents multiple stereoisomers being of special
interest 9-cis. Meanwhile organic synthesis is only capable of produce an all-trans isomer, 9-cis can only
be obtained by meanings of biosynthesis. However, portions of both species are indispensable in the
pharmaceutical sector. Due the high demand of natural carotenoids in the international market, there’s
a very pronounced attention to elucidate the molecular mechanisms involved in Dunaliella
carotenogenesis, with the purpose of increase the B-carotene massive production. Although there’s a lot
of B-carotene bioaccumulation research, the knowledge of the genes involved in the biosynthesis of this
molecule and is regulation in Dunaliella, are thin. In this study, an analysis of the phytone synthase (psy),
phytoene desaturase (pds), zeta carotene desaturase (zds), lycopene-8-cyclase (lyc-6) genes is performed
on certified microalgae strains D. bardawil and D. salina. As well as partial characterization of the
promoter region on the D. salina psy gen.

Keywords: B-carotene, Dunaliella, phytoene, lycopene-8-cyclase.
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Capitulo 1 Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Dunaliella como organismo modelo.

Dunaliella, género de microalgas descrito inicialmente por Dunal (1838) en la costa Mediterranea de
Francia, el cual se ha reportado como algas verdes unicelulares, que carecen de una pared celular rigida,
son halofilicas y capaces de crecer en un rango de salinidad (NaCl) de 0.05-5.0M, donde el glicerol, es el
metabolito osmdético que permite balancear las diversas salinidades en este tipo de células (Ben-Amotz y
Avron, 1981). Se han reportado especies capaces de bioacumular grandes cantidades del pigmento
anaranjado-rojizo B-caroteno, donde destacan Dunaliella bardawil y Dunaliella salina con
aproximadamente un 10% en peso seco con respecto a su volumen celular, cuando estas son expuestas a
intensidades luminicas elevadas, altas concentraciones salinas y condiciones limitadas de oxigeno y
nitrégeno (Borowitzka, 1981; Ben-Amotz et al. 1982; Ye et al. 2008). En D. bardawil y D. salina, el B-
caroteno es acumulado en forma de gotas aceitosas a través de proteinas globulares, principalmente los
estereoisomeros 9-cis y “all’-trans, que se encuentran localizados en los compartimientos
intertilacoidales dentro del cloroplasto (Ben-Amotz et al. 1982). Este compuesto le da una apariencia

rojiza intensa a la célula, en lugar del usual verde que se produce por las clorofilas (Sadeq, 2012).

A través del tiempo, comenzaron a surgir un gran nimero de algas del género Dunaliella que han sido
descritas, muchas sin un nombre particular y como consecuencia, han empezado a surgir nombres
innecesarios para las especies de este género (Borowitzka y Borowitzka, 1988). A pesar de que Dunaliella
salina y Dunaliella bardawil, han llegado a ser las especies mas importantes en la produccion natural de
B-caroteno (Del Campo et al., 2007), también caen en dicha problematica. A suvez y como resultado de
este conflicto, se ha prestado a que las secuencias con respecto a Dunaliella, que los investigadores

suben a las distintas bases de datos, tales como NCBI carezcan de fiabilidad.

En un trabajo publicado por Olmos et al. (2000), se provee una metodologia para la rapida identificacion
y certificacidon de cepas de Dunaliella, la cual permite discernir entre especie mediante la presencia,

tamafio y secuencia de los intrones que se encuentran presentes en el ADN 18S ribosomal.
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Debido a la valiosa capacidad de acumulacién masiva de B-caroteno que presenta Dunaliella (Borowitzka
y Borowitzka, 1988), este se ha convertido en uno de los mejores modelos para tratar de entender la

regulacién de la carotenogénesis, lo cual llevara a un mayor beneficio en el sector comercial.

1.1.2 El B-caroteno y sus aplicaciones.

Los carotenoides son uno de los grupos mads grandes de compuestos naturales y tienen una variedad de
funciones importantes en el metabolismo primario de plantas y algas (Stahl and Sies 2005; Martin Lohr
et al., 2011). Esta familia ha ido cobrando fuerza poco a poco en la industria biotecnolégica, siendo
utilizados como colorantes para el alimento humano y suplementos nutricionales, aditivos alimenticios
para mejorar la pigmentacion de huevos y peces, como productos farmacéuticos y para la agricultura e

industria cosmética (Bramley, 2003).

Las moléculas de B-caroteno, licopeno, luteina y zeaxantina son los carotenoides que han sido
mayoritariamente estudiados en el area de salud humana. Se pueden encontrar en multiples frutas y

verduras (Johnson et al. 2002).

Desde hace varios afos se han considerado de gran interés los carotenoides en dieta, debido a su
actividad como provitamina A (Olson y Hayaishi, 1965). Mas aun, se ha sugerido que los carotenoides
poseen no solo su eficacia vitaminica, si no también acciones bioldgicas diversas, inhibicién de la
mutagénesis, reduccion del dafio nuclear inducido, potenciamiento del sistema inmune, etc. (Bendich y
Olson, 1989). Sin embargo, los animales son incapaces de sintetizar B-caroteno de novo y por tanto, la
Unica forma en que pueden obtenerlo es mediante su ingesta (Bramley, 2003). Estudios en animales han
demostrado que la molécula de B-caroteno, presenta propiedades anticancerigenas (Jayappriyana et al.
2013; Raja et al. 2007; Tsai et al. 2012). Aunque, los reportes en humanos demuestran que el efecto no
es tan eficaz y que inclusive potencia la proliferacion de la enfermedad (Druesne-Pecollo et al. 2010;

Palozza et al. 2006).

Olmos et al. (2015), proponé que una concentracion y relacién adecuada entre los isomeros 9-cis-p-

caroteno (9CBC) y “all”-trans- B-caroteno (ATPC), podria prevenir o incluso curar el cancer en humanos.
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Hasta la fecha, no ha sido posible sintetizar el isémero 9CBC, unicamente el ATBC (Fig. 1), razén por la
cual este ultimo es el que se encuentra dominando el mercado de B-caroteno en la actualidad. Se ha
detectado con anterioridad que Dunaliella bardawil, es capaz de producir cantidades equivalentes entre
ambos isémeros, 41% 9CBCy 42% ATPC (Ben-Amotz et al.1982). Mientras que Dunaliella salina, es capaz
de bioacumular 47% de 9CBC y 53% de ATBC (Ben-Amotz y Levy, 1996). De ahi, que cada vez sea mas

urgente elucidar el mecanismo molecular de la carotenogénesis.

9-cis B-carotene
Figura 1. Estereoisdmeros del B-caroteno. Modelo que muestra dos de los isémeros del beta caroteno, “all”-trans
y 9-cis (imagen disefiada por el Dr. Ye Zhi Wei).

1.1.3 La carotenogénesis y su regulacion molecular.

El isopentenil difosfato (IPP) cuyo carbono nimero 5 es la unidad del isopreno activa en los carotenoides,
ha sido considerado como el precursor universal de la biosintesis del C20 geranilgeranil difosfato (GGPP)

y consecuentemente de los carotenoides y el B-caroteno en plantas y algas (Rohmer et al., 1993).

Durante mucho tiempo, la ruta acetato-mevalonato (MVA), fue considerada como la Unica que realizaba
las modificaciones correspondientes a GGPP, para producir carotenoides en los cloroplastos de las
plantas (Lichtenthaler, 1999). William et al., (2009) comprobé la utilizacidon de una via independiente de
MVA en D. salina, metileritritol fosfato (MEP) y sugiere la perdida de los genes que permitian el uso de la

ruta MVA quedando funcional de manera unica MEP, en D. salina.

Para la produccion del B-caroteno (Fig. 2), son necesarios un paso de condensacion, cuatro

desaturaciones y dos ciclaciones en la molécula de licopeno (Takaichi, 2011).
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Figura 2. Diagrama de una seccion de la carotenogénesis modificado. Se muestra la serie de reacciones que se
deben llevar a cabo a partir del geranil geranil pirofosfato, incluyendo las enzimas necesarias segun la direccion de
la reaccion, hasta culminar en alguno de los carotenos presentes en la figura (imagen disefiada por el Dr. Ye Zhi
Wei).

La fitoeno sintasa (Psy), es la enzima que cataliza la primera reaccion de la carotenogénesis condensando
dos moléculas de GGPP, para convertirlas en fitoeno, lo cual la hace una proteina clave en el flujo de
carbono hacia la sintesis carotenogénica (Shewmaker et al., 1999). Su papel como primer participante, la
vuelve una proteina blanco tentativa. Mds aun, el hecho de que esta enzima comience la ruta
carotenogénica, pero no necesariamente termine en [B-caroteno, la vuelve un precursor universal no solo
entre microalgas, sino también en plantas superiores, algunos hongos y bacterias (Welsch et al., 2000;
Sandmann et al., 2002). Como resultado de alineamientos entre estos distintos organismos, se obtuvo
una secuencia de psy con un tamafio de 2982pb que contiene cinco exones y cuatro intrones en D. salina

(Yan et al. 2005).

Hace algunos afios, se obtuvo la secuencia de la regién reguladora en la cepa D. bardawil 847, la cual
presenta un tamafio de 3363 pbs (Lao et al., 2011). Posee algunos elementos cis conservados, como lo
son la caja GATA, CGCG, cajas G reguladoras de la luz, GTIGMSCAMA4, que es inducida por NaCl, entre

otras. Haciendo uso del conocimiento del promotor, se llevaron a cabo experimentos con esta secuencia,
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donde se encontrd que su expresion relativa muestra niveles elevados cuando la célula se ve expuesta a
concentraciones de sal de 3.0 - 4.5M (Lao et al., 2011). Desafortunadamente, la secuencia no ha sido

depositada en las bases de datos, para su validacion en cepas certificadas y posteriores experimentos.

La fitoeno desaturasa (Pds), por otro lado, lleva a cabo la primera desaturacion del fitoeno, y lo convierte
en fitoflueno, el cual sufre una segunda desaturacién de la cual es producido el C-caroteno. Se ha
reportado que dicha proteina en D. salina, es realmente parecida a la pds de las plantas superiores y

cianobacterias, en comparacion con los hongos y bacterias (Zhu et al. 2005).

Chen et al., 2016, a través de la secuencia de la pds (cDNA) de D. bardawil (No. de acceso, Y14807.1)
depositada en NCBI, para llevar a cabo la caracterizacién tanto del gen pds, como del promotor en D.
bardawil 847. Los resultados obtenidos, fueron un gen de 8113 pbs, junto con una regién reguladora de
3010 pbs. Mientras que, en D. salina, dicho gen se reporta con un tamafo mayor a las 6000 pbs (Gohua
et al., 2008). No obstante, el gen pds, en D. salina, en la actualidad aun no ha sido reportado por

completo.

La region reguladora reportada en D. bardawil 847, presenta algunos elementos reguladores
caracteristicos como la caja GATA (Gilmartin P. et al., 1990), GTICONSENSUS (Terzaghi W. et al., 1995),
MYCCONSENSUSAT (Chinnusamy V. et al., 2003 y 2004), etc. Sin embargo, a diferencia del gen psy, la
expresion de este no se ve regulada por concentraciones elevadas de sal (1.0 - 4.5M), sino que muestra
una expresion regular y casi idéntica en todos los niveles de sal (Chen et al., 2016), no hay datos que

mencionen la utilizacién de una concentracién OM.

Una segunda serie de desaturaciones es provocada por la enzima {-caroteno desaturasa (Zds), lo cual
generara la produccion de neurosporeno en primera instancia y de manera subsecuente, licopeno.
Estudios realizados por Ye et al. (2010 y 2011), reportan la caracterizacidon del cDNA de zds, asi como su

tamanio, 2209 pbs y 2178 pbs para D. bardawil 847 y D. salina UTEX LB200, respectivamente.

Otro estudio dirigido por Lao et al., (2014), utilizando la misma cepa antes mencionada, comenta que la
secuencia completa de este gen en D. baradwil 847, es de 6879 pbs y presenta 12 exones. Mas aun, se
encontré que la region reguladora del gen zds, posee un tamafo de 2899 pbs y comparte algunos
elementos reguladores con el gen psy y lyc-6, tales como GATA, GTIGMSCAM4 (Park H. et al., 2004), etc.
Sin embargo, uno de los elementos cis, que presenta dicho promotor es GBF5BS (Satoh et al., 2002,

2004), el cual responde a entornos hipoosomolares (Lao et al., 2014). Dicho elemento, se encuentra
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ausente en los genes de psy, pds y lyc-6, donde el primero y ultimo presentan GTIGMSCAM4, como caja
reguladora de sal, mientras que en pds, no se ha reportado y/o encontrado algin elemento que

responda a ambientes salinos.

Experimentos conducidos por el mismo grupo, demostraron que a concentraciones bajas de sal (0-1M),
los niveles de expresion de Zds, se mostraban incrementados en contraste con concentraciones
hiperosmolares (2.0 - 4.5M) Desafortunadamente, solo la secuencia de D. salina UTEX LB200 ha sido
publicada en la base de datos, mientras que la secuencia del gen zds, asi como su promotor en D.

bardawil 847 no se encuentran reportadas en las bases de datos conocidas.

Finalmente, el ultimo paso de la biosintesis del B-caroteno es protagonizado por la enzima licopeno-§-
ciclasa (Lcy-B), la cual se encargard de ciclar el licopeno en cada uno de sus extremos, dando como
producto final la molécula de B-caroteno (Sandmann 2001). Esta proteina, en comparacion con las
mencionadas anteriormente, se ha sugerido que en D. salina CCAP 19/30 (EU327877.1), cuenta con un
DNA gendmico de un tamafo aln mdas grande (9008pb), esto debido a la gran cantidad y longitud de sus
intrones (Ramos et al. 2008). En D. bardawil 847, recientemente se ha reportado que el gen posee un
tamafio equiparable al de D. salina, conteniendo una cantidad de exones e intrones (11 y 10,
respectivamente) idéntica. Sin embargo, la secuencia de la primera no ha sido depositada en la base de

datos, Unicamente el cDNA que consta de 1794 pbs (Liang et al., 2016).

La secuencia del promotor del gen lyc-B en D. bardawil 847 (KX218393.1), consta de un tamario de 2621
pbs. Esta region presenta elementos conservados con las otras enzimas, como lo son GTIGMSCAM4,
ASFIMOTIFCAMV, etc. GTIGMSCAM4, al igual que en psy, se ve fuertemente regulado por

concentraciones elevadas de salinidad (3.0 - 4.5M), en el gen de lyc-B (Liang et al., 2016).

Este tipo de evidencia, muestra de manera aparente que la carotenogénesis tanto al principio como al
final, es regulada por entornos hipersalinos. En el caso particular del gen zds, hay influencia por
ambientes hipoosméticos (Lao et al., 2014). Este factor salino, se ha convertido ya en un elemento clave

en la ruta molecular. Sin embargo, se desconoce aun la forma en que se ve regulado el gen pds.

Se cree que todas estas enzimas funcionan en conjunto, en una serie de respuestas al estrés oxidativo, o
generacion de agentes reactivos de oxigeno (ROS), que ocurren cominmente en un ambiente estresante
(Lesser, 2006). Esto se debe a que los organismos fotosintéticos, tales como las plantas y algas, poseen

una concentracién de oxigeno muy alta, como respuesta a la constante fotosintesis que éstas llevan a
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cabo durante sus ciclos de energia (Okamoto et al., 2001). Como es de esperar, Dunaliella no es la
excepcion a la regla. Los carotenoides bioacumulados se concentran en los tejidos verdes, en contra del

estrés oxidativo y condiciones adversas (Bouvier et al., 1998).

Shaish et al., (1993), realizé un estudio para poder descifrar la relacion intima entre el B-caroteno vy la
acumulacién de ROS en Dunaliella. Donde el resultado fue una acumulaciéon del isoprenoide cuando este
inhibia parcialmente la evolucion del oxigeno fotosintético a través de una transferencia de irradiancia
baja, a una alta, sugiriéndose que los ROS tienen un papel muy importante por no decir critico, en

disparar la respuesta de la bioacumulacién masiva del B-caroteno.

Bouvier et al., (1998), demostré que los ROS inducen una respuesta sorprendente en la expresion de
algunos genes carotenogenicos en Capsicum annum. Este sugiere que la ruta carotenogénica en

Dunaliella, estd ampliamente relacionada con genes que son activados en respuesta a ROS.

Los estudios concernientes a la regulacidon de la carotenogénesis en Dunaliella, son insuficientes en la
actualidad, para lograr un control completo sobre la bioproduccidon de B-caroteno. Mas aun, todos los
estudios mencionados anteriormente, carecen de un método de certificacidon apropiado, lo cual podria

ocasionar pérdidas importantes de tiempo, esfuerzo, y dinero en un futuro.

1.2 Justificacion.

El B-caroteno natural producido por especies de Dunaliella, es altamente cotizado en el area comercial e
industrial, debido a su capacidad de ser utilizada como cosmético y nutraceutico. Mas aun, el B-caroteno
natural presenta propiedades anticancerigenas con las cuales el B-caroteno sintético no cuenta por si
solo. Por lo cual, conocer y caracterizar los genes involucrados en la bioacumulacién de B-caroteno se
ha vuelto muy necesario. Asi como, estudios en cepas certificadas de D. bardawil y D. salina, que
permitan comprender el mecanismo de regulacién resultan por tanto urgentes, para lograr un control

completo sobre la produccion de B-caroteno natural.



1.3 Objetivos.

1.3.1

1.3.2

1)

2)

3)

Objetivo General:

Identificar y comparar los genes y promotores psy, pds, zds y Icy- 8, en cepas certificadas de

Dunaliella bardawil y Dunaliella salina.

Objetivos Particulares:

Comparar las secuencias que codifican para las enzimas participantes en la sintesis de B-
caroteno en microalgas y plantas, para identificar regiones conservadas.

Caracterizar y comparar los genes psy, pds, zds y Icy-8, en cepas certificadas de D. salina y D.
bardawil.

Estudiar la secuencia reguladora de los genes caracterizados, para tratar de entender los

mecanismos moleculares involucrados en su expresion.



Capitulo 2 Materiales y métodos.

2.1 Diseiio de oligonucledtidos para los genes carotenogénicos y las regiones

promotoras de psy y Db847lyc-6.

2.1.1 Oligonucleétidos de los genes carotenogénicos.

A partir de las secuencias reportadas en NCBI para D. salina y D. bardawil, se realizaron alineamientos de
nucledtidos a través de herramientas bioinformaticas (BLAST y MEGA 7), utilizando diversos organismos
(microalgas y plantas) que presentan las enzimas requeridas en la ruta carotenogénica. Se utilizaron las
regiones altamente conservadas de los genes, las cuales fueron ubicadas por medio de los alineamientos
realizados a través de la subherramienta en el programa MEGA 7, Clustal W
(http://www.megasoftware.net/). Para los genes psy y lyc-8, se trabajo sobre la secuencia de genes
completos de D. salina, como referencia. Mientras que para los otros dos genes, se trabajé con DNAs
complementarios (ADNc) correspondientes a D. salina, como referencia. Esto debido a que las
secuencias de los genes completos de D. salina y/o D. bardawil, no han sido liberadas actualmente. Los
alineamientos realizados para cada uno de los genes carotenogénicos, pueden encontrarse en la seccidon

de “anexos”, de este documento.

2.1.2 Oligonucledtidos de la region promotora del gen psy.

Para la regién reguladora de psy, se disefid un decaoligonucledtido conservado en sentido “forward”, a
partir de la secuencia promotora de Db847lyc-8 (KX218393.1). Las secuencias nucleotidicas de psy de D.
salina, D. bardawil 847 vy D. bardawil UTEX 2538 (AY547325.1, EU328288.1, DQ057342.1,
respectivamente), que estan presentes en NCBI, fueron utilizadas para fabricar tres oligonucleétidos
especificos en sentido inverso. A estos 4 oligonucledtidos, se les integré una secuencia de
reconocimiento ubicada en su regidon 5’. Dichas secuencias, seran reconocidas por un par de
oligonucledtidos disefiados con ese fin, “AndpFw” y “AndpRv”. Asi mismo, con la finalidad de validar los
resultados de la manera mas adecuada, se utilizaron los oligonucleétidos previamente descritos por Lao

et al., (2011) para amplificar la region reguladora de D. bardawil 847, “Ptest for (Fw)” y “Psp3 (Rv)”.
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Todos los oligonucledtidos mencionados en esta seccidn, se encuentran ubicados en la Tabla 8, de este

documento.

2.1.3 Oligonucleétidos de la region promotora del gen lyc-6.

En base a la secuencia de regidon promotora del gen lyc-8 para D. bardawil 847, depositada en la base de
datos NCBI, se construyeron dos oligonucleétidos, uno al principio y uno en el final de dicha secuencia

(Tabla 8).

2.2 Cepas y condiciones de cultivo.

Las células certificadas de D. salina y D. bardawil, se obtuvieron del laboratorio de microbiologia
molecular, departamento de biotecnologia marina, Centro de Investigacién y de Educacién Superior de
Ensenada (CICESE), Ensenada, B.C., México. Estas fueron cultivadas por 2 semanas en medio, 2x
“Erdschreiber” (NaCl 1M), tal y como indica el banco de cepas UTEX
(http://web.biosci.utexas.edu/utex/mediaDetail.aspx?medialD=166) y medio f/2 (NaCl 5M), descrito en
el manual de metodologias y alternativas para el cultivo de microalgas (Paniagua et al., 1989), hasta

alcanzar una densidad celular de 1x10° Cel ml™", mediante conteo en cdmara de “neubauwer”.

2.3 Extraccion de ADN cromosomal de los cultivos de Dunaliella.

Se realizd la extraccion de ADN cromosomal de 9 tubos que contenian el pellet de cepas de D. salina y D.
bardawil (3 tubos y 6 tubos, respectivamente) en fase exponencial tardia, bajo el siguiente protocolo: 1)
Obtencion del “pellet”. Centrifugacion (12,000 r.p.m., 3 mins.) de 1.5 mL del cultivo de microalga; 2)
Extraccion de ADN. Se resuspendié el “pellet” en 567 uL de “buffer” TE, se adicionaron 5 uL de lizosima
(incubacion a 37 °C, 10 mins.), 10 puL de RNAsa (incubacién a 37 °C, 20 mins.), 30 uL de SDS y 3 uL de
proteinasa K (incubacion a 37 °C, 1 hr.). Se agregaron 100 uL de NaCl 5M (se mezcld), 80 pL de
CTAB/NaCl (se mezcld e incubd a 65 °C, 10 mins.); 3) Remocion de proteinas. Se adicionaron 700 L de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezcld y centrifugd (12,000 r.p.m., 5 mins.). Se recolectd el

sobrenadante, y se agregé 700 uL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld y
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centrifugd (12,000 r.p.m., 5 mins.). Se recolecté el sobrenadante, y se adiciond 360 L de isopropanol, se
mezcld y centrifugd (12,000 r.p.m., 10 mins.), descartando el sobrenadante; 4) Precipitacion con Etanol.
Se lavéd el tubo que contenia ADN, agregando 1 mL de etanol al 70%, y centrifugando (12,000 r.p.m.,
5mins.), hasta obtener un ADN transparente. Finalmente, se adiciond 100 pL de TE (filtrado por
membrana de 2 um), para resuspension de la muestra. EI ADN fue corroborado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1.2%, utilizando una corriente de 10 mA por 15 mins., seguido por una intensidad de
20 mA por 30 mins, posteriormente tefiido con bromuro de etidio (10 mg/ml) y observado con ldmpara

de UV.

2.4 Certificacion de las cepas D. bardawil y D. salina.

Se realizé un protocolo estandar de PCR (Sambrook et al., 1989), con una temperatura de alineamiento
equivalente a 52 °C, haciendo uso de los oligonucledtidos universales MA1 (5 GTAGTCATATCGTTGTCTC
3’) y MA2 (5’ CTTCTGCAGGTTCACC 3’) para microalgas (Olmos et al., 2000). De modo seguido, se llevé a
cabo un segundo PCR bajo las mismas condiciones antes mencionadas, utilizando los oligonucledtidos
especificos para D. salina y D. bardawil, DSs (5 GCAGGAGAGCTAATAGGA 3’)-MA2 y DBs (5
GGGAGTCTTTTTCCACCT 3’)-MA2, respectivamente (Olmos et al., 2002). Los productos de PCR fueron
verificados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, utilizando una corriente de 10 mA por
15 mins., seguido por una intensidad de 20 mA por 30 mins, posteriormente tefiido con bromuro de

etidio (10 mg/ml) y observado con lampara de UV.

2.5 Aislamiento de los genes psy, pds, zds y Icy-8 de D. bardawil y D. salina.

Se realizd una serie de PCRs con los distintos oligonucleétidos predisefiados. La temperatura media, se
ajustd a necesidad utilizando como referencia, las temperaturas medias tedricas de cada pareja de
oligonucledtidos (Tabla 5). Las condiciones generales de PCR fueron de acuerdo a lo descrito en la Tabla

1.
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Tabla 1. Condiciones del termociclador para los genes carotenogénicos. La siguiente tabla muestra las condiciones
que se utilizaron para cada par de oligonucledtidos durante la amplificacién de los genes carotenogénicos.

Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos Oligonucleotidos
Desnaturalizacion inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C

Hibridacion 1 min. 52 °C 25X psyFwl, psyRv1
Extensién 2 mins. 72 °C

Extensién final 10 mins. 72 °C 1x

Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos Oligonucle6tidos
Desnaturalizacion inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C

Hibridacion 1 min. 51 °C 25x psyFw2, psyRv2
Extensién 2 mins. 72 °C

Extensién final 10 mins. 72 °C 1x

Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos Oligonucleétidos
Desnaturalizacion inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C

Hibridacion 1 min. 54 °C 25x pdsFw, pdsRv, zdsFwl, zdsRv1
Extensién 2 mins. 72 °C

Extensién final 10 mins. 72 °C 1x

Fases de la PCR Tiempo Temperatura Ciclos Oligonucleétidos
Desnaturalizacion inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C

Hibridacion 1 min. 56 °C 25x lycBFw, lycBRv
Extensién 2 mins. 72 °C

Extensién final 10 mins. 72 °C 1x

Los productos de PCR fueron verificados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%,

utilizando una corriente de 10 mA por 15 mins., seguido por una intensidad de 20 mA por 30 mins,

posteriormente tefiido con bromuro de etidio (10 mg/ml) y observado con lampara de UV.
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2.6 Obtencion de la region reguladora de los genes psy y lyc-8, en cepas

certificadas de D. bardawil y D. salina.

2.6.1 Amplificacion del promotor del gen psy, utilizando decaoligonucleétidos.

Se llevé a cabo en primera instancia un PCR de 5 ciclos que utilizé una primera serie de oligonucledtidos,
PDspsyRv2 y PDb847psyRv2 para D. bardawil certificada y PDb2538psyRv2 para D. salina certificada,
junto con el oligo-P (Fw), para ambas cepas. De manera seguida, se realizd un PCR anidado el cual
empleé dos oligonucleétidos secundarios, los cuales son complementarios con los primeros AndpFw y
AndpRv. A modo de referencia, se trabajé la primera serie de oligonucleétidos antes mencionados bajo
una temperatura media de 65 °C, la cual se encuentra préxima a la temperatura media tedrica, que
comprende el decaoligonucledtido junto con la secuencia sefial. Las distintas condiciones de PCR, y los

oligonucledtidos empleados en esta seccidn, pueden observarse en las Tablas 2 y 8, respectivamente.

Tabla 2. Condiciones del termociclador para la region promotora del gen psy. La siguiente tabla muestra las
condiciones que se utilizaron para cada par de oligonucleétidos durante la amplificacion del promotor del gen psy.

Fases de la PCR Tiempo | Temperatura | Ciclos Oligonucledtidos
Desnaturalizacion

inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C Oligo-P (Fw), PDspsyRV2,
Hibridacion 1 min. 36 °C 5X PDb2538psyRv2, PDb847psyRv2
Extension 2 mins. 72 °C

Extensién final 10 mins. 72 °C 1x

Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos Oligonucleo6tidos
Desnaturalizacion

inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C

Hibridacion 1 min. 36 °C 25x AndpFw, AndpRv
Extension 2 mins. 72 °C

Extension final 10 mins. 72 °C 1x

Fases de la PCR Tiempo Temperatura | Ciclos Oligonucleotidos
Desnaturalizacion

inicial 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacion 1 min. 95 °C Oligo-P (Fw), PDspsyRV2,
Hibridacion 1 min. 65 °C 25X PDb2538psyRv2, PDb847psyRv2
Extension 2 mins. 72 °C

Extension final 10 mins. 72 °C 1x
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2.6.2 Amplificacion del promotor Db847psy en cepas certificadas de D. bardawil

y D. salina.

Se realizé un PCR bajo las condiciones indicadas en la Tabla 3, utilizando los oligonucledtidos “Ptest for”
y “Psp3”. Donde los rangos de temperatura media utilizados, se ajustaron a necesidad en base a las

temperaturas medias tedricas (Tabla 8).

Tabla 3. Condiciones del termociclador para la regién promotora de Db847psy. La siguiente tabla muestra las
condiciones que se utilizaron para cada par de oligonucledtidos durante la amplificacion del promotor de
Db847psy.

Fases de la PCR Tiempo | Temperatura | Ciclos Oligonucledtidos
Desnaturalizacion inicial | 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacidn 1 min. 95°C

Hibridacién 1min. | 46°cs2°C | 25x | frest fozés;’v)’ Psp3
Extension 2 mins. 72 °C

Extensidn final 10 mins. 72 °C 1x

2.6.3 Amplificacion del promotor Db847lyc-8, en cepas certificadas de D.

bardawil y D. salina.

Se utilizaron las condiciones PCR, indicadas en la Tabla 4. Utilizando los oligonucledtidos PlycBFw vy
PlycBRv, cuyo rango de temperatura media se ajusté a necesidad, utilizando como referencia sus

temperaturas medias tedricas (Tabla 8).

2.7 Purificacion de productos de PCR mediante fenol-cloroformo.

Los productos de 25 uL se resuspendieron en 375 uL de agua, se les adiciond 100 uL de fenol (se aplicd
vortex) y se centrifugd (14,000 r.p.m., 5 mins.). Posteriormente, se agregd 100 pL de cloroformo (se

aplicé vortex) y se centrifugd (14,000 r.p.m., 5 mins.). Se recolecté sobrenadante y se reconcentré la
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muestra con filtros Centricon YM-100 (Omicon®). Las muestras se cuantificaron por “NanoDrop

2000/2000c Spectrophotometer” y se verificaron en gel de agarosa.

2.8 Secuenciacion de productos de PCR.

Los productos de PCR se mandaron secuenciar al “Instituto de Biotecnologia de la UNAM” en la Ciudad

de Cuernavaca, Morelos.

2.9 Analisis bioinformatico de los productos secuenciados.

Se evalué cada uno de los genes trabajados utilizando el modelo “Neighbor-joining” incluido en el
“software” MEGA7. Este método fue desarrollado por Naruya Saitou y Masatoshi Nei en 1987, es
utilizado frecuentemente para filogenia y/o la construccion de fenogramas basados en datos de ADN o

proteinas.

Para los productos de la regidon promotora, se utilizé el programa “PLACE” (Higo et al., 1999), cuya
funcién es la busqueda de potenciales elementos reguladores de ADN, en plantas. Posee una pagina en
linea (https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace), de

acceso gratuito.

Tabla 4. Condiciones del termociclador para la region promotora de Db847lyc-8. La siguiente tabla muestra las

condiciones que se utilizaron para cada par de oligonucledtidos durante la amplificacion del promotor de Db847lyc-
8.

Fases de la PCR Tiempo | Temperatura | Ciclos Oligonucledtidos
Desnaturalizacién inicial | 5 mins. 95 °C 1x

Desnaturalizacidn 1 min. 95 °C

Hibridacion 1 min. 46 °C-52 °C 25x PlycBFw, PlycBRv
Extensidn 2 mins. 72°C

Extensidn final 10 mins. 72°C 1x
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3.1 Oligonucledtidos experimentales.

3.1.1 Oligonucleotidos de los genes psy, pds, zds y lyc-8

Se obtuvieron 6 pares de oligonucledtidos conservados en algunas microalgas y plantas, que poseen

genes involucrados en la carotenogénesis. 2 pares para el gen psy, 1 par para el gen pds, 2 pares para el

gen zds y 1 par para el gen lyc-6, los cuales presentan una Tm de 56°C (Tabla 5). Asi mismo, se calcularon

los tamafios tedricos que seran amplificados para los oligonucledtidos concernientes a psy (Tabla 6) y lyc-

8 (Tabla 7).

Tabla 5. Oligonucleétidos conservados de los genes psy, pds, zds, lyc-8. Se pueden observar la secuencia, longitud,

orientacion y temperatura media a la cual fueron disefiados los oligonucleétidos.

Psy #bases | Tm (Tebrica)
psyFwl GAGTACGCCAAGACCTTC 18 nts 56 °C
psyFw2 GATTGAGGGCATGCGGAT 18 nts 56 °C
psyRv1l ATCCGCATGCCCTCAATC 18 nts 56 °C
psyRv2 GAAGTTGTCGTAGTCATTCT 20 nts 56 °C

Pds
pdsFw TGTGCTGGGTGGCAAGG 17 nts 56 °C
pdsRv ATCTTCTCAGGCCAAGACA 19 nts 56 °C
Zds
zdsFwl GTCCACAGCTGTAGAGCT 18 nts 56 °C
zdsFw2 GTGGGACCCCATTGCCT 17 nts 56 °C
zdsRv1 AGGCAATGGGGTCCCAC 17 nts 56 °C
zdsRv2 CCTCGAAGCTCTCGATGT 18 nts 56 °C
lyc-8
lyc-BFw CAACTATGGGTGCTGGGT 18 nts 56 °C
lyc-BRv GCATGGCATACAGGAAGG 17 nts 56 °C

Tabla 6. Tamaiios de productos de PCR tedricos para el gen psy. Se muestran los productos potenciales a obtener
durante la amplificacién del gen psy, en D. bardawil (Db) y D. salina (Ds).

Oligonucledtidos

Db 847 (EU328288.1)

Db UTEX 2538 (DQ057342.1)

Ds (AY547325.1)

psyFwl y psyRv1

534 pbs

683 pbs

995 pbs

psyFw?2 y psyRv2

2278 pbs

1899 pbs

1518 pbs
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Tabla 7. Tamafo de producto de PCR tedrico para el gen lyc-8. Se muestra el producto a obtener durante la
amplificaciéon del gen lyc-8, en D. salina.

Oligonucleodtidos D. salina (KX218392.1)

lyc-BFw vy lyc-BRv 1583 pbs

3.1.2. Oligonucledtidos para la amplificacion de la region reguladora en los

genes psy y lyc-6.

Se fabricaron 8 oligonucledtidos en total, que se utilizaron exclusivamente para amplificar la regién

promotora de psy y 2 para lyc- 8 (Tabla 8).

Tabla 8. Oligonucleétidos para la amplificacidon de la region reguladora en psy y lyc- 8. En esta tabla, se pueden
observar la secuencia, longitud, orientacidn y temperatura media a la cual fueron disefiados los oligonucleétidos.

Nombre Secuencia5-> 3 #bases | Tm tedrica
Promotor psy
Oligo-P (Fw) 23 nts 34 °C
PDspsyRv2 GCACCGGAAGCGATCAATCATCG 23 nts 34 °C
PDb847psyRv2 GCTGTTCGCTGCGATCAATCATCG 24 nts 36 °C
PDb2538psyRv2 CGTCACCTGCCGATCAATCATCG 23 nts 34 °C
AndpFw CGATTGTACTTCG 13 nts 34°C
AndpRv CGATGATTGATCG 13 nts 34 °C
Ptest for (Fw) AACAATGCCACCAATACC 18 nts 52 °C
Psp3 (Rv) GAATGGTAGTCGCAGAG 17 nts 52 °C
Promotor lyc-f8
Nombre Secuencia5'--> 3' #bases | Tm teérica
PlycBFw AGTGGAGTAGCAGAGACATC 20 nts 52 °C
PlycBRv CTTGCTTATACTCAATTGTA 20 nts 52 °C

3.2 Extraccion de ADN cromosomal de D. bardawil y D. salina.

Se obtuvieron nueve ADNs cromosomales de la extraccion realizada. Tres ADNs corresponden a D. salina

y seis a D. bardawil (Fig. 3).
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1 23 45 67 8 9

Figura 3. ADN cromosomal de Dunaliella. Gel de agarosa al 1.2%, con integracion de 2, que contiene ADN
cromosomal de D. salina (pozos 1-3) y D. bardawil (pozos 4-9).

3.3 Certificacion de D. bardawil y D. salina.

Se obtuvieron 4 bandas en total. Un par con 2500 pbs y 1000 pbs correspondientes a D. bardawil y otro

par con 2100 pbs y 700 pbs para D. salina (Fig. 4).

Figura 4. Certificacion de D. bardawil y D. salina. Gel de agarosa al 1.2% con integracion de 3, que contiene los
productos amplificados durante la certificacién de D. bardawil y D. salina. Los pozos, comprenden los siguientes
productos: 1) Escalera de 250 pbs de ADN “Invitrogen”; 2) D. salina (2100 pbs), con oligonucledtidos MA1-MA-2; 3)
D. bardawil (2500 pbs) con oligonucleétidos MA1-MA-2; 4) D. salina (700 pbs), con oligonucledtidos DSs-MA-2; 5)
D. bardawil (1000 pbs), con oligonucledtidos DBs-MA-2.
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3.4 Amplificacion del gen psy.

Se amplificaron cuatro productos de PCR, en total. Utilizando el par de oligonucleétidos psyFwl vy
psyRvl, a una Tm de 52 °C, se obtuvieron 700 pbs y 1000 pbs en D. salina y D. bardawil,
respectivamente. Con la pareja de oligonucleétidos psyFw2 y psyRv2, se produjeron 1900 pbs y 1450 pbs
para D. salina (Tm de 48 °C) y D. bardawil (Tm de 51 °C), respectivamente (Fig. 5).

2000 p

. = ““(41

el L 450 pbs

Figura 5. Productos del gen psy, en D. salina y D. bardawil. Gel de agarosa al 1.2% con integracidon de 3, cuyos
pozos, comprenden los siguientes productos: 1) Escalera de 250 pbs de ADN “Invitrogen”; 2) D. salina (700 pbs),
con par de oligonucleétidos psyFwl y psyRvl; 3) D. bardawil (1000pbs), con par de oligonucledtidos psyFwl y
psyRvl; 4) D. salina (1900 pbs), con par de oligonucledtidos psyFw2; 5) D. bardawil (1450 pbs), con par de
oligonucleétidos psyRv2.

3.5 Amplificacion del gen pds.

Utilizando los oligonucleétidos pdsFw y pdsRv, se obtuvieron multibandeos en ambas cepas certificadas

de D. salina y D. bardawil. Ambos productos a una Tm final de 54 °C, presentaron un patrén a partir de

las 650 pbs hasta las 1300 pbs (Fig. 6).
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Figura 6. Productos del gen pds, en D. salina y D. bardawil. Gel de agarosa al 1.2% con integracién de 3, cuyos
pozos comprenden los siguientes productos: 1) Escalera de 250 pbs de ADN “Invitrogen”; 2) D. salina (700 pbs y
950 pbs), con par de oligonucledtidos pdsFw y pdsRv; 3) D. bardawil (650 pbs y 950 pbs), con par de
oligonucledtidos pdsFw y pdsRv.

3.6 Amplificacion del gen zds.

A una Tm final de 54 °C, mediante el uso de los oligonucleétidos zdsFwl y zdsRvl, se obtuvo un
multibandeo con ambos productos. Estos presentaron un cierto patrén, casi idéntico (Fig. 7). El segundo

par de oligonucledtidos zdsFw2 y zdsRv2, no generaron ningun producto visible.
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Figura 7. Productos del gen zds, en D. salina y D. bardawil. Gel de agarosa al 1.2% con integracién de 3, cuyos
pozos comprenden los siguientes productos: 1) Escalera de 250 pbs de ADN “Invitrogen”; 2) D. salina (900 pbs,
1000 pbs, 1450 pbs y 1950 pbs), con par de oligonucledtidos zdsFw1 y zdsRv1; 3) D. bardawil (900 pbs, 1000 pbs,
1200 pbs, 1500 pbs y 2000 pbs), con par de oligonucledtidos zdsFw1 y zdsRv1.

3.7 Amplificacion del gen lyc-6.

A una Tm final de 56 °C, utilizando los oligonucleétidos lyc-BFw y lyc-BRv, se obtuvieron los siguientes

productos: 700 pbs y 1600 pbs para D. salina, y 600 pbs en D. bardawil (Fig. 8).
1 2 3

2000 pb
1500 pb
1000 pb

0 pbs
500 pb

Figura 8. Productos del gen lyc-8, en D. salina y D. bardawil. Gel de agarosa al 1.2% con integracion de 3 cuyos
pozos, comprenden los siguientes productos: 1) Escalera de 250 pbs de ADN “Invitrogen”; 2) D. salina (700 pbs y
1600 pbs), con par de oligonucledtidos lyc-BFw y lyc-BRv; 3) D. bardawil (600 pbs), con par de oligonucledtidos lyc-
BFw y lyc-BRv.



22

3.8 Regidn promotora de psy y Db847Iyc-6.

3.8.1 Amplificacion del promotor del gen psy, en cepas certificadas de D.

bardawil y D. salina.

Se obtuvieron dos productos de distinto tamafio, a una Tm de 65 °C. D. salina, presentd una banda de
900 pbs y D. bardawil amplificd una banda de 1350 pbs, utilizando el oligonucleétido Oligo-P (Fw) y los
oligonucledtidos especificos PDb2538psyRv2 y PDb847psyRv2, respectivamente (Fig. 9). El uso de estos
oligonucledtidos a una Tm de 34 °C — 36 °C, generd un multibandeo el cual no fue posible remover al

utilizar los oligonucledtidos AndpFw y AndpRv.

Figura 9. Productos de la region promotora del gen psy, en D. salina y D. bardawil. Gel de agarosa al 1.2% con
integracidn de 3, cuyos pozos comprenden los siguientes productos: 1) Escalera de 250 pbs de ADN “Invitrogen”; 2)
D. salina (800 pbs), con par de oligonucleétidos Oligo-P (Fw)-PDb2538psyRv2; 3) D. bardawil (1350 pbs), con par de
oligonucleétidos Oligo-P (Fw)-PDb847psyRv2.
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3.8.2 Productos del promotor Db847psy, en cepas certificadas de D. bardawil y

D. salina.

No se presentd amplificacién visible, utilizando los oligonucledtidos Ptest for (Fw) y Psp3 (Rv),

propuestos por Lao et al., (2011), en D. bardawil y D. salina certificadas.

3.8.3 Productos del promotor Db847lyc-8, en cepas certificadas de D. bardawil y

D. salina.

No hubo resultado alguno mediante el uso de la pareja de oligonucleétidos PlycBFw y PlycBRv, en D.

salina y D. bardawil, certificadas.

3.9 Purificacion de las bandas de los genes lyc-8, psy y su region promotora.

Los resultados obtenidos del DNA purificado evaluados mediante “NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometer”, mostraron concentraciones adecuadas para su secuenciaciéon y en su mayoria, un

cociente DNA/proteina aceptable (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de purificacion de ADN. Muestra el nombre, cociente ADN/proteina y la concentracion de DNA
de doble cadena para cada especie, obtenidas mediante NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer”.

Especie Gen/Promotor | 260/280 [DNA]

Dunaliella salina Gen psy 0.99 1015 ng/ul
Dunaliella bardawil Gen psy 1.01 1005 ng/ul
Dunaliella salina Gen lyc-8 1.88 1639 ng/ul
Dunaliella salina Promotor psy 1.84 1554 ng/ul
Dunaliella bardawil Promotor psy 1.91 1845 ng/ul
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3.10 Secuenciacion de los productos del gen lyc-8, psy y su region reguladora.

Se generaron cinco resultados de los productos mandados a secuenciar, cuyos tamafios pueden

observarse en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados de secuenciacidn. En la primera columna se muestra la especie utilizada; la segunda columna
se refiere al tipo de producto trabajado; la tercer y ultima columna presenta los tamafios obtenidos durante la
secuenciacion, llevadas a cabo en el IBT, UNAM.

Especie Gen/Promotor | Tamafio (bases)
Dunaliella salina Gen psy 659
Dunaliella bardawil Gen psy 884
Dunaliella salina Gen lyc-8 1177
Dunaliella salina Promotor psy 818
Dunaliella bardawil Promotor psy 163

3.11 Andlisis bioinformatico de los genes psy y lyc-8.

3.11.1 Revision de las secuencias del gen psy.

La secuencia Dspsy certificada, fue cubierta en un 96% por la secuencia del gen psy en D. bardawil 2538
(DQO57342.1), que se encuentra en la base de datos. Asi mismo, esta arrojé un porcentaje de identidad
del 99%, una vez finalizado el proceso que se llevé a cabo utilizando la herramienta bioinformatica
BLAST. Mediante la herramienta de MEGA 7, se obtuvo un fenograma (Fig. 10) que muestra algunas de
las especies que presentan el gen psy. Por otra parte, la secuencia que corresponde a Dbpsy certificada,
se cubrié en un 38% y 39%, junto con un porcentaje de identidad del 94% y 92% para D. parva FACHB-
815 (KY069273.1) y D. salina (AY547325.1), respectivamente.
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Chiamydomonas reinhardtii strain CC-503 cw32 mi+.

Chiorella variabilis hypothetical protein (PSY) mRNA complete cds.

Auxenochlorella protothecoides phytoene synthase (psy) mRNA complete cds.

Hordeum chilense genotype H16 type V phytoene synthase 1 mRNA complete cds.

PREDICTED: Zea mays phytoene synthase 2 chioroplastic-like (LOC109940986) MRNA.

Malus domestica phytoene synthase (PSY2) mRNA complete cds.

PREDICTED: Theobroma cacao phytoene synthase 2 chloroplastic (LOC18589622) transcript variant X2 mRNA.

Cinnamomum camphora phytoene synthase mRNA partial cds

Haematococcus pluvialis phytoene synthase (PSY) gene partial cds

Dunaliella parva sirain FACHB-815 phytoene synthase mRNA complete cds.
[ DbpsyCertificada

I— Dunaliella salina phytoene synthase mRNA complete cds.

Dunaliella sp. 336 phyloene synthase gene complete cds.

Dunaliella bardawil strain 847 phytoene synthase gene complete cds.

Dunaliella bardawil strain UTEX2538 phytoene synthase (PSY 1A) gene complete cds

DspsyCertificada

Figura 10. Fenograma del gen psy. Muestra las relaciones mds cercanas que tienen DspsyCertificada vy
DbpsyCertificada, con otras especies que poseen un gen psy.

3.11.2 Revision de las secuencias del gen lyc-8.

A través de BLAST y MEGA 7, se obtuvo que D. salina certificada cubrié 1177 pbs en D. salina CCAP 19/30
(EU327877.1), con un porcentaje de identidad del 77.88%. Los otros alineamientos son despreciables

(<200 pbs) y no coinciden con alguna planta o microalga.

3.12 Evaluacidn de elementos reguladores dentro del promotor del gen psy, en

la cepa certificada de D. salina.

La secuencia evaluada manualmente reveld un sitio de inicio de la transcripcidn a 99 bases de distancia

del coddn de inicio “ATG”, el cual cuenta con un sitio de inicio de la traduccién a 8 bases de este (Fig. 12).

La herramienta de “PLACE”, reveld la existencia y posicion aproximada de algunos elementos
reguladores que podrian estar presentes dentro de la regidn reguladora del gen psy, en D. salina.
Algunos de estos son: La caja TATA, que es participe clasico para el inicio de la transcripcion, en la
posicion -39 (Grace M. et al., 2004). La secuencia “CCAAT”, elemento que sefializa el sitio de unién para

el factor de transcripcién de ARN, en eucariotas, ubicado en -72 (Laloum T. et al., 2013). GT-1 (posicién -
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566) y GT-1GMSCAMA4 (posicion -201), cajas responsivas a luz (Terzaghi W. et al., 1995) y sal (Park H. et

al., 2004), respectivamente. El resto de los elementos encontrados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Elementos-cis. Se presentan los principales elementos reguladores, que potencialmente se podrian ver
involucrados con la transcripcién del gen psy, asi como su potencial funcion en este.

Elemento-cis Funcién Referencia

ATG Codon de inicio en la region | (Frederick B. et al., 1997)
codificante.

Sitio de inicio de la | Sitio de reconocimiento para el | (Kozak M., 1987)

traduccion. inicio de la traduccién.

Sitio de inicio de la | Sitio de reconocimiento para el | (Elder D., 1992)

transcripcion. inicio de la transcripcion.

TATA “box” Control de la transcripcién. (Grace M. et al., 2004)

GATA “box” Interruptor de luz. (Gilmartin P. et al., 1990)

CCAAT “box” Sefializa el sitio de unién para el (Laloum T. et al., 2013)

factor de transcripcion de ARN, en
eucariotas.

GT-1 “CONSENSUS”

Regulacion por luz.

(Terzaghi W. et al., 1995).

GT-1 GMSCAM4

Expresion por patégeno y NacCl.

(Park H. et al., 2004).

BOXLCOREDCPAL Activador en respuesta a luz UV-B. | (Maeda K. et al., 2005).

MYCCONSENSUSAT | Respuesta hacia la deshidratacion y | (Chinnusamy V. et al., 2003 y
el frio. 2004).

MYB2CONSENSUSAT | Respuesta a deshidratacion. (Abe H. et al., 2003).

CGCGBOXAT Regulacion por luz. (Yang T. y Poovaiah B. W.,

2002).

CURECORECR Activador en respuesta a bajos (Quinn J. et al., 2002).
niveles de oxigeno.

DRECRTCOREAT Respuesta a deshidratacion. (Dubouzet J. et al., 2003).
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Capitulo 4 Discusion

4.1 Oligonucleodtidos conservados y especificos.

Los oligonucleétidos obtenidos, a partir de MEGA7 y NCBI, se disefiaron para ser conservados con las
especies que participaron en los alineamientos (microalgas y plantas). Se tomaron solo las regiones que
mostraban mayor cantidad de conservacién, tratando de que estas estuviesen ubicadas en el principio y

fin del gen, o en su defecto, dentro de los exones (primero y Ultimo), cuando aplicase.

Los alineamientos para cada uno de los genes carotenogénicos, pueden encontrarse en la seccidén de

“anexo”, de este documento.

Con respecto a los oligonucledtidos especificos en sentido inverso, para la regidon promotora de psy,
estos se diseflaron dentro de las primeras 25 bases a partir del primer codén codificante, y se
complementaron con el oligonucleétido Oligo-P (Fw), el cual se desarrollé a partir de una secuencia de
lyc-6 en D. bardawil 847. A estos, se les adiciond una secuencia de reconocimiento, creada con el fin de
reamplificar el primer producto obtenido por la serie de oligonucleétidos antes mencionados. Los
oligonucledtidos AndpFw y AndpRv, responden a dicha secuencia y permiten la obtencién de un
producto secundario. Mientras que los oligonucleétidos para amplificar la regién reguladora de lyc-8 en

D. bardawil 847, se disefiaron tomando las primeras y Ultimas 20 bases de todo el promotor.

4.2 Cultivo de Dunaliella y extraccion de ADN cromosomal

Para obtener una buena cantidad de ADN cromosomal, que pueda ser utilizado en distintos procesos y
multiples veces, es necesario generar una gran cantidad de biomasa, de la cual este pueda ser extraido.
D. salina y D. bardawil, al ser especies de microalgas halofilicas, requieren de una determinada
concentracién de salinidad en el medio que se utilice para cultivarlas (1M y 5M, respectivamente). El
medio f/2 (Paniagua et al., 1989), que ha sido ampliamente utilizado, se prepard en el laboratorio con
agua de mar obtenida del sistema de filtrado de CICESE, con una concentracion 5M de NaCl para D.
bardawil. En el caso de D. salina, se utilizé una concentracion salina de 1M vy se cultivé en el medio 2x
Erdschreiber (http://web.biosci.utexas.edu/utex/mediaDetail.aspx?medialD=166), debido a su previa

aclimatacidn a este medio en el cepario UTEX. Después de aproximadamente dos semanas, se genero la
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cantidad de células que se requeria (1x10° cel/ml) para la extraccion de ADN. Esto debido a que las cepas
se encontraban en condiciones estresantes.

IM

El ADN cromosomal obtenido a partir del “pellet” generado por los cultivos de microalgas, fue sometido
a electroforesis para comprobar la presencia de este, tal y como puede observarse en la Figura 3, de este

escrito.

4.3 La certificacion

Las bases de datos, tales como NCBI, cuentan con una abundante cantidad de informacion, la cual puede
ser aportada por cualquier persona/investigador. Sin embargo, estos bancos al no implementar o exigir
un tipo de metodologia que ampare los datos que se deseen depositar, provoca que la informacion
encontrada en las bases de datos comience a generar multiples confusiones entre investigadores, asi

como el empleo innecesario de tiempo, trabajo y dinero.

Debido a que el disefio de los oligonucledtidos realizados requeria del uso de secuencias nucleotidicas,
fue necesario recurrir a estos bancos. Por tal razén, se llevd a cabo una certificacién de las cepas que se
encontraban en el cepario del laboratorio de microbiologia molecular en CICESE. Primeramente, se llevd
a cabo una amplificacién del gen 18S para ambas cepas, haciendo uso de los oligonucledtidos universales
MA1-MA2, tal y como refiere Olmos et., al (2000), los cuales amplifican un tamafio de 2100 pbs en D.

salina, mientras que D. bardawil presenta 2500 pbs (Fig. 4).

El siguiente paso en esta fase, fue buscar la especificidad de las especies D. salina y D. bardawil,
haciendo uso de los oligonucledtidos especificos (DSs-MA2 y DBs-MAZ2, respectivamente), que amplifican
700 pbs en D. salina y 1000 pbs para D. bardawil (Olmos et., al 2002), como puede apreciarse en la
Figura 4. Habiendo concluido esta parte experimental, se volvid evidente que nos encontramos
trabajando con las microalgas objetivo y por tanto, puede continuarse hacia la siguiente fase, la
amplificacion de los genes carotenogénicos seleccionados, donde se podra observar de manera precisa,
si las secuencias obtenidas de los bancos, realmente corresponden a la especies de las cuales fueron

obtenidas.
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4.4 La presencia del gen psy.

Durante las reacciones de PCR llevadas a cabo, se amplificaron cuatro productos. El primer par de
oligonucledtidos para este gen (psyFw1 y psyRv1), amplifico 700 pbs para D. salina y 1100 pbs para D.
bardawil, aproximadamente. El tamafio que se esperaba para estas dos bandas era de 995 pbs
(AY547325.1) y 534 pbs (EU328288.1) o 683 pbs (DQ057342.1), respectivamente (Tabla 2). En ambos
casos, los tamafios no coinciden, esto podria deberse a las siguientes razones: 1) Las secuencias dentro
de las bases de datos, no concuerdan con las especies de las cuales fueron obtenidas; 2) Los

oligonucledtidos podrian estar alinedndose inespecificamente.

El segundo par de oligonucledtidos (psyFw2 y psyRv2), amplifico 1500 pbs para D. bardawil, mientras
que en D. salina se obtuvieron 1900 pbs después de las modificaciones realizadas en la temperatura
(Tabla 1) y microlitros de ADN utilizados. Los productos tedricos (Tabla 2), segin el disefio de los
oligonucledtidos, son 1518 pbs para D. salina y 1988 o 2278 pbs (dependiendo de la cepa) para D.
bardawil. Nuevamente el tamafo no coincide con lo esperado (Fig. 11), esto podria deberse a las mismas
razones explicadas anteriormente. Mas otro punto a considerar, fue que tanto el oligonucledtido

IM

“forward”, como el “reverse”, a pesar de ser conservados con multiples especies, son idénticos a la
secuencia de D. salina (AY547325.1) y por consecuente, los oligonucledtidos deben de alinearse sin
problema alguno, con la secuencia del gen psy. Estos resultados, potencialmente indican una alta
probabilidad de que el nombre de las cepas dentro de las bases de datos, es incorrecto. Sin embargo, un
anadlisis mas profundo es requerido para llegar a una conclusién, ya sea evaluando los resultados
obtenidos mediante su secuenciacion y comparacion contra las bases de datos, o a través de la
certificacion de las cepas que se encuentran depositadas en estas fuentes, donde esta ultima no
necesariamente generara un resultado confiable, debido a que la posibilidad de un cambio de cepas

conforme al tiempo, en los bancos y/o dentro de los grupos de investigacion, es indiscutiblemente

elevada.



30

A B

;‘995]: ~1515b

~1000b ~15000

B C

Ds

Db Certificada

A

Db2538 —= ~683h —— ~1899b
Ds Certificada ~700b £ ~1900h —
B C
A . -
Db Certificada : S
B C
A= psyiFw
B=psy1Rv; psy2 Fw
C=psy2Rv

Figura 11. Diagrama que ejemplifica el gen de psy en D. bardawil y D. salina. El nombre por encima de cada barra,
pertenece a las cepas no certificadas, por el contrario, los nombres por debajo de las barras, se refieren a cepas
certificadas. Los niumeros que se encuentran sobre las barras, muestran los tamafos tedricos que deben de
amplificar para cada cepa (Tabla 2), mientras que los tamafios que se encuentra directamente debajo de cada
barra, pertenecen a los resultados obtenidos en este proyecto. La letra A, se refiere al oligonucledtido psylFw; B,
se refiere tanto al oligonucledtido psy1Rv que actua como pareja de A, como a psy2Fw, quien es la pareja de C; C,
equivale al oligonucledtido psy2Rv.

4.5 Gen pds.

Los oligonucledtidos generados para este gen (pdsFw y pdsRv), abarcaron Unicamente la region
codificante de las especies, por tanto, tratar de predecir un tamafio de producto esperado, es
complicado. Chen et al., (2016), reporto un gen pds con 8113 pbs correspondiente a D. bardawil 847,
conteniendo este un total de 12 exones y 11 intrones. Por otro lado, Sun et al., (2008), reporta que D.
salina posee un gen pds mayor a 6000 pbs. Los resultados obtenidos en este proyecto, mostraron un
patréon de bandeo para ambas especies de Dunaliella. Esto llevo a un debate sobre lo que realmente

estaba ocurriendo, dado que las secuencias, aparentemente se estan alineando en las mismas regiones
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(Fig. 6). Algunas explicaciones o razones de lo ocurrido serian: 1) pds, es un gen que puede ser levemente
expresado bajo condiciones normales de cultivo o de estrés salino en D. bardawil 847 (Chen et al., 2016).
Sin embargo, la extraccion de DNA cromosomal realizada en este proyecto, se llevé a cabo durante
etapas tardias de la fase exponencial en ambas cepas. El desconocimiento de los niveles de expresién,
bajo otros factores de estrés, dificultan saber en qué etapa del crecimiento de estas microalgas, es
donde hay mayor cantidad de dicho transcrito. Se cree que la probabilidad de estar obteniendo
productos primarios o inmaduros del gen pds, es elevada. Es necesario medir la expresién relativa de
este gen, durante distintas etapas de su crecimiento, asi como probar diferentes factores de estrés; 2)
Otra posibilidad que esta intimamente ligado con lo mencionado anteriormente, es considerar que dicho
gen podria estar pasando por procesos de “splicing”. Esto podria estar ocasionando que los exones de
donde fueron disefiados los oligonucledtidos, se estén reacomodando a distintas distancias, provocando
que se amplifiquen distintos productos de un mismo gen. Obteniendo asi, varios productos incompletos

de un mismo gen.

Actualmente, las secuencias reportadas por Chen et al., (2016) y Sun et al., (2008), no han sido liberadas
en los bancos de informacién, lo cual dificulta hacer un andlisis con mds detalle de los resultados

obtenidos.

4.6 Gen zds.

Los resultados que generaron el primer par de oligonucledtidos (zdsFw1 y zdsRv1), fueron primeramente
un multibandeo que al igual que el gen pds, mostraban un patrén en los tamafios de ambas especies (Fig.

7).

Lao et al., (2014), menciona que el gen zds de D. bardawil 847 posee un tamafio de 6879 pbs, el cual
contiene 12 exones. Reporta asi mismo, que a diferencia del gen pds, zds si muestra altos niveles de
expresion en condiciones totalmente hiposalinas (OM), y niveles bajos de expresién en condiciones

hipersalinas (2M-4.5M).

Considerando que la expresion zds, se vuelve notoria hasta la fase roja de las microalgas, al cultivar en un

medio hipersalino. Extraer ADN cromosomal durante la etapa verde de estas cepas, hace que la



32
probabilidad de encontrar productos de zds maduros, se vuelve demasiado baja. Es requerido hacer

amplificaciones en distintas etapas de la curva de crecimiento, asi como en condiciones de estrés salino.

Al ser un gen grande, es necesario considerar la posibilidad de que pase por procesos de “splicing”, esto
de la misma manera pudo haber influenciado en los resultados negativos con los oligonucledtidos
zdsFw2 vy zdsRv2, posicionandolos de manera inadecuada para una correcta amplificacion.
Desafortunadamente, no hay estudios al respecto que profundicen en estos tépicos. Mas aun, no hay
informacidn sobre la regulacién del gen zds en D. salina, actualmente. Por tanto, una comparacién con

su cepa hermana, se vuelve complicada e inexacta.

Otro punto a considerar, el cual no se encuentra muy alejado de lo explicado anteriormente, es que los
estudios donde se encuentre una cepa certificada de D. bardawil, que logre entrar a la fase roja, son
nulos. Sin embargo, Lao et al., (2014) y Liang et al., (2016), reportan haber llegado a esta fase de la
expresion, utilizando la cepa D. bardawil 847 no certificada. Seria de alto interés certificar dicha cepa,

para corroborar la especie y las condiciones de laboratorio que llevan a la expresién de zds.

4.7 Gen lyc-6

En D. salina, se obtuvo un tamafio de 1600, el cual corresponde con el producto tedrico esperado (Tabla
3). El origen del producto tedrico, proviene de una secuencia en NCBI, correspondiente a Dslyc-8

(EU327877.1), depositada por Ramos et al., (2008).

Este resultado preliminar, nos asegura con altas probabilidades que la secuencia para dicho gen
depositado en la base de datos NCBI, es veridico. Sin embargo, los resultados de secuenciacion
representan una parte indispensable para una completa certificacion de esta cepa (EU327877.1). Estos,

se pueden encontrar en la siguiente seccidn de dicho escrito.

El producto obtenido que corresponde a D. bardawil, no comprende ningun resultado tedrico. Esto, se
debe a que durante la realizacién de los oligonucledtidos carotenogénicos (Tabla 1), no existia secuencia
alguna para el gen lyc-6, en D. bardawil. Posteriormente, se encontré una secuencia de ADN
complementario para dicho gen, en D. bardawil 847 (X218392.1), depositada por Liang et al., (2016). Al

comparar la secuencia antes mencionada, con los oligonucleétidos que fueron utilizados para dicho gen,
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se encontré que uno de los oligonucledtidos, no resulto conservado. La distancia resultante en esta
secuencia de un oligonucleétido a otro, no era mayor a 200 pbs. Por tanto y considerando que la
secuencia corresponde a un ADNc, es posible que el producto obtenido en D. bardawil certificada, sea
acertado. Esto, debido probablemente a la presencia de un intron con un tamafio aproximado de 400
pbs, resultando en total un producto de 600 pbs, tal y como pudo observarse anteriormente (Fig. 6). Por

cuestiones, en general de tiempo, se decidid postergar la secuenciacion del resultado.

4.8 Analisis bioinformatico de los genes, DspsyCertificada, DbpsyCertificada, y

Dslyc-BCertificada.

La alineacidon encontrada entre las muestras y las distintas especies de microalgas y plantas (Fig. 6),
mostro no solo el correcto funcionamiento de los oligonucledtidos conservados implementados, sino
también su intima relacién con el género Dunaliella. Sin embargo, un detalle destacable observado en la
distribucion del fenograma (Fig. 10), es que las muestras certificadas no se han alineado con la especie
esperada. Obteniendo una D. salina certificada idéntica a una D. bardawil UTEX2538 (DQ057342.1) en la

base de datos y una D. bardawil certificada, que es similar a una cepa de D. salina (AY547325.1).

Al contrario del gen psy, Dslyc-8 certificada resulto practicamente idéntica (77.8%) a la cepa Dslyc-8
CCAP 19/30 (EU327877.1) utilizada por Ramos et al.,, (2008), sobre la cual se trabajé durante la

fabricacion de los oligonucledtidos.

Este tipo de resultados ha dejado en evidencia una vez mas, que la manipulacién de estas especies de
Dunaliella, sin emplear un correcto modo de certificacién, puede dejar repercusiones que afectan
directamente el trabajo, esfuerzo y dinero empleado entre los investigadores del area, que utilizan la
informacion depositada en las bases de datos, como una fuente confiable. La implementacién de un

sistema que permita validar la informacién depositada en estas bibliotecas, resulta urgente y necesario.
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4.9 La region reguladora.

El uso del oligonucleétidos AndpFw y AndRv, generd resultados inespecificos a diferencia de los
obtenidos con el Oligo-P (Fw) y los oligonucledtidos especificos PDb2538psyRv2 y PDb847psyRv2, a una
Tm de 65°C que generaron un resultado para D. bardawil de 1350 pbs y un resultado para D. salina de

900 pbs (Fig. 9).

Lao et al., (2011), reporta que la region reguladora del gen psy en D. bardawil 847, posee un tamafio de
3458 pbs y que el sitio de inicio de la transcripcién, se encuentra a 370 nucleétidos del coddén de inicio
“ATG”. Los fragmentos amplificados durante el proyecto son <1500 pbs y por tanto, Unicamente se
trabajé con la primera mitad de la regidon promotora de ambas cepas. Afortunadamente la secuencia
evaluada mostrd; un ATG y un sitio de inicio de la traduccidn muy cercanos, un sitio de inicio de la
transcripcién consenso y una caja TATA (-39) rodeada de regiones ricas en G-C (Fig. 12), que se
encuentran en posiciones conservadas y que son indispensables en un promotor eucariota (Bernard et
al., 2010). Es importante resaltar que la secuencia reportada por Lao et al, (2011) no presentd algunos
elementos en las regiones esperadas (TATA, GC-“RICH”), por lo tanto la interpretacion de su secuencia es
dudosa. Ademas, debido a que la secuencia no fue reportada es imposible comparar y comprobar sus

resultados con los nuestros.

A través de los elementos-cis, obtenidos utilizando la herramienta “PLACE” (Higo et al., 1999), se
ubicaron multiples cajas reguladoras en D. salina certificada, que coinciden con lo encontrado por Lao et
al., (2011), en D. bardawil 847. Mas aun, varios de estos elementos, como GT1, GT1GMSCAM4,
CURECORECR, etc., presentan funciones altamente relacionadas con las condiciones necesarias para la

bioacumulacién de B-caroteno en D. salina, como lo son estrés por luz, sal y limitaciones del oxigeno.

La relacion entre los elementos encontrados en D. salina certificada y D. bardawil 847, es en términos
practicos altamente similar. Las diferencias que pueden encontrarse entre ambas, son las posiciones y
repeticiones de dichas cajas reguladoras. Considerando lo anterior y el tamafio de la fraccién de region
promotora (Fig. 9) obtenido en D. bardawil certificada (1350 pbs), se genera la posibilidad de que
pudiese existir una regulacion mas estricta en esta especie lo que podria ayudar a explicar porque esta
especie no logra entrar en fase roja, bajo los mismos estimulos que D. salina. Desafortunadamente, se
determind durante la evaluacion de los resultados del promotor Db847lycB (Liang et al., 2016), en las
cepas certificadas de D. salina y D. bardawil, que D. bardawil 847 no es D. salina ni D. bardawil. Por lo

tanto, debido a la falta de certificacién de dicha cepa es dificil saber si la cepa utilizada por Lao et al.,
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(2011), fue reemplazada durante el trabajo de Liang et al., (2016), ya que ambos forman parte del mismo
grupo de investigacion. Esta razén y el hecho de no tener acceso a la secuencia promotora del gen psy en
D. bardawil 847, vuelven dificultoso el llegar a una conclusidn sobre el tipo de regulacion que rige a estas

dos especies de microalgas.

Seria formidable, contar con la secuencia promotora antes mencionada, para realizar un alineamiento o
en su defecto, con la cepa utilizada por Lao et al., (2011), de ese mismo afo para conocer la especie que

se ha estado trabajando hasta la actualidad.

A)
Region G-C
canT MYCCONSENSUSAT
¥
CURECORECR MYCCONSENSUSAT — MYBZCONSENSUSAT — CCAAT | TATA TS5 | THSS  ATG
—E— .
-191 -143 -117 -72 -39 +1 +48 +91 +99
B)
UTR S’
DRECRTCOREAT Gl'l
6T-1 BOXLCOREDCPAL  G-BOX CGCGBOXAT ‘ GATA CGCGROXAT GT-1GM4SCAM
m ‘. e
-566 -457 -415 -313 -306 -28B9 -251 -239 -201

Figura 12. Diagrama de la region promotora de DspsyCertificada. A) Fraccion de la region promotora (-200 a +
100) donde pueden observarse el coddn de inicio “ATG” (+99), el sitio de inicio de la traduccidon (+91), sitio de inicio
de la transcripcién (+1), la TATA “BOX” (-39), entre otros elementos-cis. B) Fraccion de la region promotora (-201 a -
500) que muestra multiples elementos reguladores que se ven influenciados por luz, GT-1 (-201), CGCGBOXAT (-
239, -306, -313), G-BOX (-415), asi como un elemento regulado por luz UV-B (-457) y sal (-201), los cuales podrian
estar fuertemente involucrados en la carotenogénesis.
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Capitulo 5 Conclusiones

O \Las cepas D. salina (AY547325.1) y D. bardawil UTEX 2538 (DQO057342.1) utilizadas para
caracterizar la secuencia del gene psy, en realidad son D. bardawil y D. salina respectivamente,

segun nuestro método de certificacion.

O El gen lyc-8 atribuido a la cepa D. salina CCAP 19/30 (EU327877.1), depositada por Ramos et al.,
(2008), corresponde con la cepa certificada de D. salina por tanto dicha secuencia es veridica y

confiable.

O D. bardawil 847 utilizada por Liang et al., (2016), no es D. bardawil, ni D. salina certificada.

O La regidén promotora del gen psy en D. salina, es distinta a la regién reguladora del gen psy en D.
bardawil 847 (Lao et al., 2011), segun nuestros resultados. La secuencia obtenida en este trabajo
presenta los elementos-cis indispensables para ser considerada como regidn regulatoria, los
cuales no son presentados por Lao et al, (2011). Ademds, presenta multiples elementos-cis

requeridos para la bioacumulacidn de B-caroteno.

O La falta de implementacion de un sistema de certificacidn en las bases de datos sigue siendo una

problematica actualmente.

O La implementaciéon de una curva de crecimiento, junto con una evaluacidén de la expresidn
diferencial, es necesaria para observar donde se encuentra el nivel mas elevado de transcrito

relativo, en los genes pds, zds, de D. salina, y D. bardawil.
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Tabla 12. Alineamiento del gen psy, a través del programa MEGA7. En las primeras dos columnas se pueden
apreciar el organismo que participo en el alineamiento, junto con su nimero de acceso correspondiente. Las
siguientes tres columnas, indican los oligonucleétidos resultantes del alineamiento. Las bases nucleotidicas que se
encuentran con una fuente gruesa y en color negro, se refiere a la secuencia referencia utilizada en el
alineamiento. Las bases nucleotidicas en color rojo, muestran las diferencias en contraste con la secuencia

referencia.
Organismo #Acceso psyFw1l psyFw2/psyRv1 psyRv2
Bunaliella salina AY547325 | GAG TAC GCC GAT TGA GGG GAA CGA CTA
1 AAG ACCTTC CAT GCG CAT CGACAACTTC
Dunaliella sp. 336 DQ46330 | GAA TAC GCC GAT CGA GGG GAA CGA CTATGA
6.1 AAG ACGTTC CAT GCG CAT CAACTTC
Dunaliella bardawil strain | EU328288 | GAG TAC GCC GTT CCACTT GAATGA CTA CGA
847 A AAG ACCTTC CCA AGG GAT CAACTTC
Dunaliella bardawil strain | DQ05734 | GAG TAC GCC GAT CGA GGG GAATGACTATGA
UTEX2538 21 AAG ACCTTC CAT GCG AAT CAACTTC
Haematococcus pluvialis AY835634 | GAG TTC GCA GAT TGA GGG GAATGACTATGA
A1 AAG ACGTTT GAT GCG GAT CAATTTT
Chlamydomonas XM_0017 | GAG TAT GCC GAT AGA GGG GAA CGACTA
reinhardtii strain CC-503 | 01140.1 AAG ACT TTC AAT GAG GCT CGACAACTTC
Zea mays DQ35643 | GAG TAC GCC GAT CGA GGG CAA CGACTA
0.1 AAG ACATTC GAT GCG CAT CGACAACTTC
PREDICTED:
Brachypodium XM_0035 | GAG TAC GCC GGG CGA GGG CAA CGACTA
distachyon 76773.3 AAG ACGTTC GAT GCG CAT CGACAACTTC
Auxenochlorella FJ968161. | GAG TAT GCC GAT TGG CGG CAA CGA CTA CAA
protothecoides 1 AAG ACGTTT TAT GCG CAT CAACTTC
Oryza sativa Indica DQ35643 | GAG TAC GCC GGA GGA GGG CAA CGATTA CAA
Group 11 AAG ACATTC CAATCT GGG CAACTTC
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Tabla 13. Alineamiento del gen pds, a través del programa MEGA7. En las primeras dos columnas se pueden
apreciar el organismo que participo en el alineamiento, junto con su nimero de acceso correspondiente. Las
siguientes tres columnas, indican los oligonucleétidos resultantes del alineamiento. Las bases nucleotidicas que se
encuentran con una fuente gruesa y en color negro, se refiere a la secuencia referencia utilizada en el
alineamiento. Las bases nucleotidicas en color rojo, muestran las diferencias en contraste con la secuencia

referencia.

Organismo # Acceso pdsFw pdsRv

TGT CTT GGC CTG AGA GT GCT GGG TGG CAA
Dunaliella salina DQ845248 AGAT GGT
Dunaliella salina UTEX TGT CTT GGC CTG AGA GT GCT GGG TGG CAA
LB200 GQ923693.1 AGAT GGT

TGT CTT GGA CTG AGA GT GCT GGG GGG CAA
Dunaliella bardawil Y14807.1 AGAT GGT

TCA GCT GGC CTG AGA GT ACT AGG CGG CAA
Haematococcus pluvialis X86783.1 AGAT GGT

Chlamydomonas reinhardtii

XM_00169080
.

TCACTT GGC CGG AGA
AGAT

GT GCT CGG TGG CAA
GGT

Auxenochlorella

TTT CGT GGC CCG AGA

GT GCT GGG AGG CAA

protothecoides FJ968162.1 AGAT GGT

TGA CAT GGC CAG AAA GT GCT GGG TGG CAA
Muriella zofiengensis EF621405.1 AGAT GGT

TGA CAT GGC CTG AAA GT ACT CGG TGG CAA
Ulva pertusa KF581158.1 AGAT GGT

TGA CAT GGC CAG AGA GT TCT TGG TGG AAA
Arabidopsis thaliana NM_117498.3 | AAAT GAT

TGA CTT GGC CAG AGA GT TCT GGG TGG AAA
Strelitzia reginae JX117875.1 AAGT GGT

TTACTT GGC CGG AGA GT GTT GGG CGG AAA
Triticum aestivum FJ517553.1 AGGT GTT

TCA CTT GGC CAG AGA GT ATT GGG TGG CAA
Hydrilla verticillata AY639658.1 AAG T GGT

TAA CTT GGC CAG AGA GTTTT GGG TGG AAA
Oryza sativa AF049356.1 AGGT GAT

PREDICTED: Setaria italica

XM_00498540
6.1

TTA CCT GGC CGG AGA
AAG T

GT TTT GGG CGG AAA
GGT

Rhododendron kiusianum

LC071467.1

TTA CTT GGC CAG AGA
AAAT

GT TTT AGG TGG AAA
GGT

Zea mays

NM_00111191
1.1

TTACTT GGC CGG AGA
AGAT

GT TTT GGG TGG AAA
GGT

TTA CGT GGC CAG AGA

GT GCT GGG AGG AAA

Ipomoea sp. Kenyan AB499051.1 AAAT GGT

TGA CAT GGC CAG AGA GT CCT AGG CGG AAA
Bixia orellana KT358997.1 AAAT GGT
Brassica oleracea var. TGA CAT GGC CAG AGA GT TCT TGG TGG AAA
gemmifera EU719210.1 AAAT GAT
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Tabla 14. Alineamiento del gen zds, a través del programa MEGA7. En las primeras dos columnas se pueden
apreciar el organismo que participo en el alineamiento, junto con su nimero de acceso correspondiente. Las
siguientes tres columnas, indican los oligonucleédtidos resultantes del alineamiento. Las bases nucleotidicas que se
encuentran con una fuente gruesa y en color negro, se refiere a la secuencia referencia utilizada en el
alineamiento. Las bases nucleotidicas en color rojo, muestran las diferencias en contraste con la secuencia

referencia.

Organismo #Acceso zdsFwl zdsFw2/zdsRv1 zdsRv2
Dunaliella salina (UTEX: HM75426 | GTC CAC AGC GTG GGA CCC ACA TCG AGA
LB 200) 5.1 TGT AGA GCT CATTGCCT GCT TCG AGG
KP759941 | GTC CAC AGC GTG GGA CCC ACA TCG ACT
Haematococcus pluvialis A1 TGT AGAGTT TAT AGC CT CCATGG AGG
Chlamydomonas XM_00170 | GTC CAC GGC GTG GGA CCC ACATTG ACT
reinhardtii strain CC-503 0734.1 CGT GGA GCT CAT TGCCT CCATGG AGG
Auxenochlorella
protothecoides strain CS- GU269622 | GTC CAC TGC GTG GGA CCC ACATTG ACA
41 Ad AGT GGA GCT AAT TGC CT GCATGG AGG
Cocomyxa subellipsoidea XM_00565 | GTC CAC TGC GTG GAA CCC ACA TCG ACA
C-169 0435.1 TGT GGA GCT TGT GGC GT GCATGG AGG
Auxenochlorella XM_01139 | GTC CAC GGC GTG GGA CCC ACATCG ACT
protothecoides 8264.1 GGT GGA GCT CAT TGC AT CCATGG AGG
GTC GAC TGC GTG GGATCC ACA TAG ATA
Arabidopsis thaliana ATU38550 | TGT AGA GCT TGTTGCTT GTATGG AAG
FJ812088. | GTC AAC TGC GTG GGATCC ACA TAG ACA
Carica papaya 1 AGT AGAGTT TGT TGC AT GTATGG AAG
AY714266 | GTC CAC CGC GTG GGATCC ACATTG ACA
Sorghum bicolor A1 TGT TGA GCT TGTTGCTT GCA TGG AAG
NM_0013 | GTC GAC TGC GTG GGATCC ACA TCG ATA
Capsicum annuum 24568.1 TGT GGA GCT TGT TGC AT GTATGG AAG
NM_0013 | GTC AAC TGC GTG GGATCC ACA TAG ATA
Brassica napus 15877.1 TGT TGA GCT TGTTGCTT GTATGG AAG
NM_0013 | GTC GAC CGC GTG GGA CCC ACA TAG ATA
Cucumis melo 28475.1 TGT TGA GCT AGT TGC CT GCATGG AAG
KJ174516. | GTC GAC TGC GTG GGA CCC ACA TCG ATA
Lycium chinense 1 TGT GGA GCT TGT TGC AT GCATGG AAG
KF957707 | GTC GAC TGC GTG GGA CCC ACA TCG ATA
Lycium ruthenucum 1 TGT GGA GCT TGT TGC AT GCATGG AAG
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Tabla 15. Alineamiento del gen lyc-8, a través del programa MEGA7. En las primeras dos columnas se pueden
apreciar el organismo que participo en el alineamiento, junto con su nimero de acceso correspondiente. Las
siguientes tres columnas, indican los oligonucleédtidos resultantes del alineamiento. Las bases nucleotidicas que se
encuentran con una fuente gruesa y en color negro, se refiere a la secuencia referencia utilizada en el
alineamiento. Las bases nucleotidicas en color rojo, muestran las diferencias en contraste con la secuencia

referencia.

Organismo #Acceso lycBFw lycBRv
CAACTATGG GTG CCTTCC TGT ATG
Dunaliella salina EU327876.1 CTG GGT CCATGC
CAA CTATGG GTG CCT TCC TGT ATG
Dunaliella sp. ABRIINW-G4 HQ728089.1 CTG GGT CCATGC
CAACTATGG GTG CCTTCT TGT ACG
Dunaliella sp. KU22 KM016906.1 CAG AGT TCATGC
CAA CTA CGG GGC CCTTTT TGT ACG
Haematococcus pluvialis AY182008.1 ATG GGT CCATGC
CAACTATGG TGT CCTTCC TGT ACG
Chlamydomonas reinhardtii AY860818.1 CTG GCT CCATGC
XM_0113994 | CAACTATGG CGT CGT TCC TGT ATG
Auxenochlorella protothecoides 93.1 CTG GTG CCATGC
CAA CTA CGG CGT CCTTCC TCT ACG
Zea mays AY206862.1 GTG GGT CCATGC
PREDICTED: Oryza sativa XM_0157717 | CAACTA CGG CGT CGT TCC TCT ACG
Japonica Group 49.1 CTG GGT CCATGC
CAATTATGG AGT CTTTCT TGT ATG
Marchantia polymorpha AB794089.1 TTG GGT CCATGC
XM_0102749 | CAATTATGG GGT CATTTT TGT ATG
PREDICTED: Nelumbo nucifera 26.1 CTG GGT CAATGC
NM_0010846 | CAATTATGG AGT CGT TCT TGT ACG
Arabidopsis thaliana 62.1 TTG GGT CTATGC
XM_0110289 | TAATTATGG TGT TTG | CTT TCC TCT ACG
PREDICTED: Populus euphratica | 90.1 GGT CCATGC
XM_0104832 | CAACTATGG TGT CGT TCT TGT ACG
PREDICTED: Camelina sativa 38.1 TTG GGT CCATGC
XM_0025314 | TAATTATGG TGT TTG | CTTTTC TGT ATG
PREDICTED: Ricinus communis 52.2 GGT CAATGC




