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RESUMEN

Se evaluo las diferentes formas de transformacion genética por medio de electroporacion y
Agrobacterium tumefaciens de la microalga Neochloris oleoabundans. Se obtuvieron
diferentes resultados de transformacion segun el método utilizado, asi como un mejor
indice de colonias trasformadas en un método. En cuanto al resultado de la transformacion,
se utilizé zeocina como agente seleccionador y el gen de GFP como respuesta a esta. Se
obtuvo un grado de transformacion de 3.33% utilizando Agrobacterium tumefaciens y
1.33% en caso de electroporacion, esto ya que el plasmido utilizado pPha-DUAL-[2XNR],
no fue compatible con la microalga. Los medios de cultivo para que creciera la microalga
presuntamente trasformada fueron los medios BBM, los cuales tienen los nutrientes
necesarios de crecimiento, asi como concentraciones de Zeocina entre 50 pg/mL a 200
pug/mL, para ver como reaccionaba la microalga con los diferentes métodos de
transformacion. De igual manera se utilizé un espectro de luz de 305 nm para que en gen de

GFP reaccionara y mostrara su luminiscencia.



ABSTRACT

Different forms of genetic transformation were evaluated by electroporation and
Agrobacterium tumefaciens of the microalgae Neochloris oleoabundans. Different
processing results were obtained by the method used and a better index of colonies
transformed in a method. In the result of the transformation, zeocin was used as selecting
agent and the GFP gene in response to this. A 3.33% degree of transformation using
Agrobacterium tumefaciens and 1.33% for electroporation were obtained, as result of the
plasmid used pPha-DUAL- [2xNR] was not compatible with the microalgae. The culture
media to grow microalgae were allegedly transformed by BBM media, which have the
necessary nutrients for growth and Zeocin concentrations of 50 mg / mL to 200 mg / mL, to
see how they react to different microalgae transformation methods. In the same way a

spectrum of light of 305 nm was used to react in GFP gene and show its luminescence.



INTRODUCCION

Las microalgas representan el "mejor de ambos mundos”, la combinacion de la alta
tasa de crecimiento y facilidad de cultivo de los microorganismos y la capacidad de
realizar modificaciones post-transcripcional y post-traduccionales de las plantas. El
desarrollo de sistemas de expresion de microalgas econdmicamente viables es, sin embargo,
obstaculizado por los bajos rendimientos de proteinas recombinantes. Aunque todavia hay
muchos obstaculos para superar antes de convertir las microalgas en sistemas de expresion
de proteinas estandar, se han logrado avances considerables. Algunos transgenes se han
expresado con éxito en los genomas de microalgas tanto nucleares como del cloroplasto,
aungue a niveles econémicamente viables sélo en cloroplastos. La siguiente seccion de la
introduccidn de esta tesis describe los avances recientes en la manipulacion genética de las
microalgas, estrategias para aumentar la produccion de proteinas y algunas interesantes vias

de investigacion que ain no se han explorado.

Las microalgas tienden a ser de facil manipulacién y trasformacién debido a la falta
de una pared celular rigida similar a la encontrada en las plantas superiores. La principal
ventaja de utilizar microalgas sobre otros sistemas son los bajos costos, alta tasa de
crecimiento, facil cultivo, junto con la capacidad de llevar a cabo modificaciones
postraduccionales. Sin embargo, los resultados de la transformacion del genoma nuclear de
microalgas dan bajos e inconsistentes rendimientos. Se han observado diferentes
rendimientos del total de proteinas en las células (0.88 a 20.9 %) en una unica
transformacion biolistica de los cloroplastos de microalgas. Actualmente, los potenciadores
y reguladores han demostrado ser un recurso eficiente para aumentar los rendimientos de

proteinas recombinantes.



1.  MARCO TEORICO

1.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que pueden crecer de manera
atrofica o heterotrofica. En general, son altamente eficientes en la fijacion del Bioxido de
carbono (CO,) y utilizacion de la energia solar para producir biomasa. Estos
microorganismos estan presentes en todos los cuerpos de agua, como lagos, mares y rios,
pero no estan supeditados solo al agua. Se encuentran también presentes en el suelo y en la
mayoria de los ambientes terrestres incluso en los méas extremos, lo cual permite
encontrarlas ampliamente distribuidas en la bidsfera adaptadas a una gran cantidad de
condiciones. Asi como son ubicuos (es decir que estan presentes en muchos ambientes),
también tienen una gran diversidad taxondémica. Las microalgas para su desarrollo
requieren de CO,, nitrogeno, fésforo, potasio, magnesio y otros nutrientes menores como
metales, los cuales son esenciales porque actian como cofactores de enzimas
importantes en el metabolismo de estos microorganismos. (Guedes y Malcata, 2010)
mencionan que las microalgas (es decir, las algas o fitoplancton unicelular) representan el
mas grande, y sin embargo uno de los mas mal entendidos, grupos de microorganismos de
la Tierra. Como sucede con las plantas con respecto a los animales terrestres, las
microalgas representan la base nutricional natural y fuente principal de nutrientes a

granel en la cadena alimentaria acuética.

La biosintesis de triacilgliceroles en algas esta presente en un diverso grupo de estos
organismos incluyendo procariontes y eucariontes en forma de células individuales, células
colonizadoras y plantas multicelulares. Como se menciono anteriormente, las algas pueden
crecer en diversos ecosistemas, como son marinos y ambientes frescos, tierras del desierto,
aguas calientes e incluso en hielo y nieve. Para sobrevivir a esos ambientes, el alga produce
variedades de lipidos, como componentes de membranas celulares o para reserva de energia.
Las algas verdes oleaginosas presentan un promedio total de lipidos de 25.5 % en peso seco,
el cual puede incrementar a 55.2 % cuando el alga esta en condiciones de estres (Yu,et al.

2011). Las especies de algas, concretamente las microalgas, tienen una composicion
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general bioquimica de 30-50 % en peso seco de proteinas, 20-40 % en peso seco de
carbohidratos y 8-15 % en peso seco de lipidos bajo condiciones dptimas. Bajo condiciones
desfavorables, algunas especies cambian su ruta metabolica para la biosintesis de lipidos o

polisacaridos para su almacenamiento como reserva de energia.

La ASP (Aquatic Species Program), ha hecho copias extras del gen de la ACCasa
monomérica, la cual estd implicada en la sintesis de los lipidos y &cidos grasos. Los lipidos
son componentes esenciales de las membranas celulares y sin ellos no se pueden producir
nuevas celulas. La actividad de la enzima ACCasa se produce por dos isoenzimas
localizadas en diferentes compartimentos de la célula de la planta, los plastidios y el citosol.
La enzima plastidica es responsable de la biosintesis de nuevos acidos grasos en la célula 'y
la enzima ACCasa citosolica se necesita para la elongacion de los acidos grasos y para
formar acidos grasos de cadena larga.

En la diatomea Cyclotella cryptica, en un intento de incrementar la acumulacion de
lipidos, sin embargo no ha sido favorable para dicha produccion. La razon de estos
resultados no positivos por ingenieria genética es mas que todo por la falta de un sistema de
trasformacion viable como el que es utilizado en plantas superiores. Se han desarrollado
varias técnicas de trasformacion genética para expresar proteinas recombinantes tanto en el
cloroplasto, como en el genoma nuclear. Técnicas de trasformacion como la
electroporacion, bombardeo de particulas, carburo de silicio y Agrobacterium
tumefaciens se ha visto que trasforman una diversidad de microalgas y diatomeas. La
principal finalidad es wusar los aceites de algas como materia prima para la
produccién de biodiesel, por lo que los avances de la tecnologia en ingenieria genética se

deben usar para alcanzar el objetivo (Yu, et al. 2011).

1.1.1 Neochloris oleoabundans

Existen numerosas evidencias del valor nutricional de Neochloris oleoabundans
para su empleo en acuicultura. Sin embargo, el reciente interés que ha adquirido esta
especie se relaciona a la obtencion de bioenergia, concretamente de biodiesel, debido a su

capacidad para almacenar elevadas cantidades de lipidos que pueden ser transesterificados



para la produccion de aceite. También se considera la produccion de bioetanol y de biogas,
ya que estos también se obtienen de diferentes tipos de microalgas. En condiciones estandar
de crecimiento, N. oleoabundans contiene alrededor de 30% de lipidos respecto a su peso
seco. No obstante, bajo determinadas condiciones de cultivo puede llegar a acumular hasta
un 54 % de lipidos en su citoplasma, de los cuales el 80 % corresponden a triglicéridos. Por
otro lado, N. oleoabundans muestra un elevado contenido en acidos grasos saturados de
16-20 carbonos, tal como es requerido para la conversion a biodiesel, lo que la convierte en

una de las especies de microalgas con mayor potencial para este fin (Saei, 2012).

Uno de los factores importantes a considerar para el cultivo de un tipo especifico de
microalga, por ejemplo Neochloris oleoabundans, es establecer los parametros 6ptimos de
crecimiento y obtener asi un amplio beneficio. (Gardufio et al, 2011) han trabajado con
microalgas del Lago de Catemaco, Veracruz y utilizando diferentes técnicas establecieron
cultivos viables con medios tales como F/2, Provasoli y el fertilizante foliar Bayfoland forte.
A partir de una Cyanoprokaryota y 16 Chlorophyta se logré el cultivo clonal de 11
especies: Acutodesmus acuminatus, Closteriopsis acicularis, Coelastrum microporum,
Chlorella minutissima, Desmodesmus quadricauda, Monactinus simplex, Oocystis
marssonii, Pseudanabaena limnetica, Scenedesmus aculeolatus, S. obliquus y Staurastrum
gracile. Adicionalmente, a partir del material preservado se identificaron taxonomicamente
6 taxones de Pediastrum sensu latum. La obtencién del ADN total de M. simplex y
Scenedesmus obliquus se realizé mediante el Kit comercial DNeasy Plant. Se amplificaron
las regiones ITS 1, 5.8S, ITS2, rbc-L y tnr-L. Estos resultados contribuyeron a incrementar
el conocimiento de algunos géneros de microalgas dulce-acuicolas en México y constituyo
la primera descripcion de la ultra-estructura de poblaciones silvestres y en cultivo para
Monactinus simplex. Los cultivos establecidos serviran ademdas para la busqueda de

compuestos de uso industrial, alimenticio y farmacoldgico.

A pesar que Neochloris oleoabundans es una microalga que genera una gran
cantidad de lipidos que pueden ser utilizados en la produccién de biodiesel, los factores de
crecimiento aun no han sido establecidos de una manera Optima. (Quezada et al., 2011)
evaluaron el efecto de la intensidad luminosa sobre el crecimiento y presencia de lipidos

intracelulares de esta microalga encontrando que la mayor densidad celular ocurrio a
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136 pumol m? s* y que la productividad celular es sostenida durante el periodo
experimental (15 dias) en tales condiciones. El tamafio celular fue también afectado
significativamente, siendo mayor a la menor (10.92 £ 1.26 pum) y media (11.88 + 1.12 um)
intensidades probadas. Ademas, la intensidad luminosa afecté la acumulacion de lipidos,
los cultivos expuestos al mayor nivel probado mostraron un mayor porcentaje de células

tefiidas con Sudén 11, tinte usado para manchar triglicéridos.

Para obtener una mayor acumulacion de lipidos en microalgas, se ha trabajado
recientemente con la inanicibn de nitrégeno en diferentes lotes de cosecha.
Particularmente (Pruvost, 2009) ha investigado la capacidad para acumular lipidos,
especialmente triacilgliceroles (TAG), de la microalga Neochloris oleoabundans en estas
condiciones. Esto en un estudio sistematico, a partir de la determinacion del medio de
crecimiento para su caracterizacion en un fotobiorreactor puente aéreo, teniendo como

resultados maximos una produccién de 3.8 g m 2 day .

Una de las técnicas que también se utilizan para incrementar la produccion de
lipidos de Neochloris oleoabundans es la Ingenieria geneética (IG), la cual consiste en
introducir uno o varios genes, procedentes del mismo u otro organismo, con el proposito de
conferir al organismo receptor nuevas caracteristicas. Los requisitos para hacer I1G son:
genes especificos que confieran la caracteristicas que deseamos y elementos genéticos
reguladores (controlan la expresion correcta del gen), un organismo donador (fuente o
portador del material genético) y un organismo receptor (que llevara el gen exdgeno para
producir el producto de interés). (Hodson, 2005)

1.2 Métodos de transformacion genética

La idea de realizar ingenieria genética en microalgas, por ejemplo para incrementar
el contenido de componentes de valor agregado, es muy atractiva hoy en dia. Esto debido a
que la diferenciacion celular de las microalgas representa un sistema mucho mas
susceptible de manipulacion genética que las plantas superiores. Adicionalmente, los genes
alélicos estan ausentes debido a la naturaleza haploide de los estados vegetativos de la

microalga. Desafortunadamente, el progreso en la ingenieria genética de algas ha sido
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extremadamente lento. Los métodos efectivos de transformacion de otros sistemas han
fallado cuando son aplicados en las algas, esto principalmente por la brecha evolucionaria
entre las algas y los otros organismos (Pulz, 2004). Ademas, las algas tienen a menudo un
uso inusual de codones que requiere incluso mas ajustes antes de una exitosa
transformacion. En la actualidad, todos estos requisitos se han cumplido para las diatomeas
Phaeodactylum, Chlamydomonas y las cianobacterias Synechococcus y Synechocystis. El
desarrollo de un sistema de transformacion funcional se puede esperar en un futuro
préximo para otras diatomeas y cianobacterias. Las diatomeas son de especial interés para
la biotecnologia porque tienen el potencial fisiolégico para acumular altas proporciones de
lipidos. Por lo tanto, la mejora de la produccién de aceite de estas algas, naturalmente, es

un objetivo prioritario de la ingenieria genética.

Los avances que se han obtenido son muy prometedores, sin embargo, deben ser

vistos con precaucion por las siguientes razones:

La acumulacién de sustancias valiosas en las algas a través transformacion genética
solo puede aumentar hasta un punto donde el metabolismo celular comienza a ser
negativamente afectado. Este umbral puede ser bastante bajo y, por lo tanto, los beneficios

insignificantes.

Las algas transgénicas potencialmente representan una amenaza considerable al
ecosistema, y lo mas probable es que sean prohibidos los sistemas de cultivo al aire libre y

de esta manera estén bajo regulacion estricta.

Las areas de aplicacion de la biotecnologia de microalgas, son aquellas opciones
donde la microalga sea aprovechada a su maxima capacidad, estas son: la biomasa de algas
para nutricion humana, alimentacion animal, acuicultura, biofertilizante, los acidos grasos
poliinsaturados, polisacaridos, antioxidantes, pigmentos Yy productos colorantes
alimentarios y otras sustancias con actividad bioldgica, los is6topos estables de microalgas

y aplicaciones medioambientales (biorremediacion de efluentes), entre otros.
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1.2.1 Biolistica

El bombardeo de células con particulas metélicas recubiertas de ADN es un
método de transformacion generalizada, simple, eficaz y altamente producible. Este método
denominado biolistica se ha empleado con éxito para la transformacion de la mayoria de los
sistemas de expresion celulares estandar, y por lo tanto, no es sorprendente que también sea
uatil para el estudio de microalgas. En la biolistica se utilizan microesferas de metal
cubiertas de ADN (bolas de oro o tungsteno de un micrén de diametro) que son proyectadas
a enorme velocidad sobre las células que desean modificarse con el fin de cruzar su pared.
Estas esferas se retrasaran progresivamente cruzando las distintas capas celulares. Algunas
de las células alcanzadas van entonces a integrar espontaneamente los genes en su genoma.

Pero el nucleo de la célula incluye el ADN de manera aleatoria.

Segln la especie, el periodo que ha de transcurrir antes de obtener una cepa
transgénica estable puede variar de algunos dias a varios meses. Este método se utiliza
también para efectuar la transformacion de los genomas de organulos, cloroplastos o
mitocondrias. La transformacion por biolistica es ademas una alternativa interesante a la
transformacion de plantas por Agrobacterium tumefaciens, ya que no requiere secuencias

exdgenas para permitir la integracion del fragmento de ADN.

El principal inconveniente del método de bombardeo de particulas es el costo del
equipo especializado requerido. Aunque el nimero de transformantes recuperados tras el
bombardeo de particulas puede ser bajo, sigue siendo el método mas eficaz para la
transformacion de cloroplastos, ya que permite la entrega de multiples copias de ADN
recombinante, aumentando la posibilidad de éxito de integracion del gen de interés. Este
método ha demostrado ser eficaz y estable para los cloroplastos y transformacion de cepas
de C. reinhardtii, Volvox carteri, Chlorella sorokiana, Chlorella ellipsoidea y Chlorella
kessleri. (Randor et al, 2010). Trabajos recientes han demostrado que el método de
bombardeo de particulas también es eficaz para la transformacion de especies de algas mas

complejas, tales como Gonium pectorale. (Kai et al, 2009)
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1.2.2 Electroporacion

En el método de electroporacion se induce la captacion de macromoléculas
mediante la exposicion de las células a los pulsos de un campo eléctrico de alta intensidad.
La electroporacion interrumpe especificamente las bicapas lipidicas generando un
transporte molecular eficiente a través de la membrana plasmatica. La transformacion
mediada por electroporacion se ha logrado tanto en cepas deficientes de pared celular como
de tipo silvestre. La electroporacion se lleva a cabo en un electroporador, un aparato que
crea un campo electromagnético a través de la suspension celular (tipicamente bacterias,
aungue se puede aplicar a otros tipos de células, como se ha comentado anteriormente). La
suspension se pipetea en una cubeta de plastico o vidrio con electrodos de aluminio en los
costados. La eficiencia de transformacion por electroporacion es de dos ordenes de
magnitud mas alta que el método de granos de cristal, y s6lo requiere un equipo
relativamente simple. Los parametros mas importantes que afectan la eficiencia de la
electroporacion incluyen la intensidad de campo, longitud de pulso, composicion del medio,
temperatura y caracteristicas propias de la membrana, asi como la concentracion de ADN.
La electroporacion se ha utilizado con éxito para la transformacion de las especies: D.salina,
Dunaliellaviridis y Dunaliella tertiolecta, C.reinhardtii, especies de Chlorella y
Nannochloro psisoculata. El éxito de la electroporacion depende en gran medida de la
pureza de la disolucion de plasmido, especialmente de su contenido en sales. Las
disoluciones impuras pueden causar una pequefia explosion (un arco eléctrico), en cuyo
caso las células moririan. Si esto ocurre a menudo, podria ser necesaria una sedimentacion

de las células antes de una nueva electroporacion. (Griesbeck et al, 2012)

1.2.3 Agrobacterium tumefaciens

El método de transformacion més utilizado hasta la fecha es el basado en la
habilidad de la bacteria Agrobacterium tumefaciens para transferir e integrar ADN propio -
un tramo concreto denominado T-ADN - en la célula vegetal a la que infecta. Los genes
incluidos en el T-ADN son capaces de perturbar la regulacion del crecimiento de la célula

infectada (se multiplica como si fuera un tumor), y de hacer que esta célula fabrique unas
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sustancias que sirven de alimento exclusivo para la bacteria porque sélo ella esta equipada
para digerirlas. Si se eliminan estos genes, pero se respetan los extremos del T-ADN, se
retiene la capacidad de transferir material genético a la planta aunque pierde la capacidad
de formar tumores y producir sustancias nutritivas para la bacteria. Si introducimos genes
ajenos entre los bordes del T-ADN, la bacteria introducira por lo tanto estos genes en
la célula vegetal y los integrard en un cromosoma de ésta misma. Una vez integrados, 10s
genes se expresaran y se transmitiran a la descendencia del mismo modo que lo hacen los

que componen el genoma original (Garcia, 1999).

La transformacién por Agrobacterium puede realizarse en una célula vegetal aislada
a la que se ha eliminado su pared celular (protoplasto), en un trozo de tejido foliar en
cultivo (explante) o, incluso, en una plantula en desarrollo. Este Gltimo método, que hasta
ahora sélo se ha optimizado en Arabidopsis, es el més facil ya que so6lo requiere sumergir
una plantita con su boton floral en una suspension de la bacteria portadora del T-ADN
deseado y hacer un breve vacio. Esto conduce a la transformacion de algunas de las células
germinales de los tejidos florales. En la descendencia se identifican las plantas portadoras
de T-ADN.

La transformacion mediada por induccion de tumores por A. tumefaciens hasta
ahora se ha utilizado principalmente para modificar células vegetales empleando las
regiones de T-ADN vy virulencia (vir) que se encuentran en el plasmido inductor de tumores
(PTI). Utilizando el método de transformacion mediada por Agrobacterium, C. reinhardtii
se transformO exitosamente con los genes indicadores uidA (B-glucuronidasa), GFP
(proteina verde fluorescente) y hpt (higromicina fosfotransferasa), con un aumento de
cincuenta veces de transformantes. GUS (B-glucuronidasa), GFP y los genes hpt fueron
tambien integrados con éxito en H. pluvialis usando este mismo método. Uno de los
trabajos mas recientes es la transformacion genética de Neochloris oleoabundans utilizando
Agrobacterium tumefaciens. Para esta transformacion se emple6 el plasmido binario
pGJ2798, portador del gen de seleccion NPTII, que confiere resistencia a antibidticos
aminoglicosilados y el gen reportero GFP que codifica la proteina GFP (Green Fluorescent
Protein). Para el desarrollo del protocolo se realizaron experimentos sucesivos en los que se

evalud el efecto de diferentes factores implicados en el éxito de la transformacién, como
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son el periodo de co-cultivo (24, 48 y 72 h), temperatura (22 y 25 °C) e irradiacion
(oscuridad /fotoperiodo de 16 h) durante el periodo de co-cultivo, asi como el tipo de
soporte empleado durante la infeccidn. Por otro lado, y con el fin de aumentar la virulencia
de A. tumefaciens, se emplearon dos concentraciones, 100 y 200 pg/mL de acetosirigona en
el cultivo bacteriano. Los resultados mostraron que la irradiacion durante el periodo de
cocultivo es un factor determinante para el éxito de la infeccion, obteniéndose una
eficiencia de 30 colonias por millén de células sembradas, de las cuales un 82% mantiene el
fenotipo de resistencia al antibiotico de seleccion durante al menos un afio. La verificacion
molecular de transformantes mediante PCR permitié amplificar dos fragmentos de 654 y
524 pares de bases correspondientes a los genes Nptll y GFP confirmando el caracter
transgénico de las colonias obtenidas. No obstante, no se pudo detectar la proteina GFP en

las colonias transformadas. (Ikaran, 2010).

2. JUSTIFICACION

La produccion de aceite y de compuestos importantes como proteinas y biomasa
obtenida a partir de las microalgas tiene la limitante de que la concentracion celular en base
seca es baja. Sin embargo, la productividad y el rendimiento puede optimizarse ya sea por
incremento en la concentracion celular o incrementando el porcentaje de estos compuestos
dentro de la célula. Una manera de incrementar el contenido proteico y lipidico en la célula
es mediante el uso de la transformaciéon genética. Si se aplica esta metodologia a la
microalga Neochloris oleoabundans utilizando diferentes técnicas de transformacion, como
la electroporacion, biolistica y uso de A. tumefaciens, se podra incrementar de
manera sustancial el contenido de compuestos y aumentar asi el rendimiento y la
productividad. Se utiliza esta especie de microalga debido a su gran productividad de
lipidos, y a que esta especie requiere bajos costes nutricionales para poder sobrevivir, por lo

que es una microalga con un gran potencial de negocio.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
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Identificar un método de transformacion genética estable y con alto rendimiento para la

microalga Neochloris oleoabundans.

3.2 Objetivos particulares

l. Evaluar la transformacion genética de Neochloris oleoabundans utilizando

electroporacion.

Il. Realizar la transformacion genética de Neochloris oleoabundans utilizando

Agrobacterium tumefaciens.

4, MATERIAL Y METODOS
4.1 Neochloris oleoabundans

Se cultivaron las células de la microalga Neochloris oleoabundans en el Medio Bold
Basal (BBM) liquido, el cual contiene soluciones de micro y macro nutrientes necesarios
para el crecimiento de las microalgas verdes de agua fresca. La composicion del medio fue
previamente descrita por Nichols y Bold (1965). Neochloris oleoabundans fue
cultivada en agitacion orbital constante (150 rpm), por un fotoperiodo de 24 h y un tiempo
de 2 semanas para la posterior obtencion de una cantidad considerable de microalgas. Se

utilizé la camara de Neuebauer para el conteo celular por mililitro de cultivo.

4.2 Preparacion del vector de transformacion

Se empleod la cepa de células competentes E. coli DHS5a para su transformacion
genética mediante choque térmico con el vector pPha-DUAL-[2xNR], donado por
Franziska Hempel, Andrew S Bozarth, Nicole Lindenkamp, Andreas Klingl, Stefan Zauner,
Uwe Linne, Alexander Steinbiichel and Uwe G Maier, el cual contiene el gen reportero
egfp, que codifica para la proteina GFP y el gen de seleccion Ble que confiere resistencia

frente a antibioticos como la Zeocina. Posterior a su transformacion, las bacterias se
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cultivaron en medio Luria Broth (LB) solido, con ampicilina (1000X) e incubadas a 37 °C
durante 24 h para la seleccién de colonias transformadas.

Las colonias aisladas resultantes de la transformacion se cultivaron en medio LB
liqguido con Ampicilina. La extraccion de su DNA plasmidico se realizé por medio de la
técnica de Minipreparacion por Lisis Alcalina a pequefia escala. Mediante el uso del kit
comercial Plasmid Midi (Qiagen) se llevé a cabo la extraccion a gran escala del plasmido.
Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.7% para verificar la correcta extraccion
del DNA plasmidico. Todos los ADNs se cuantificaron usando el espectrofotometro
Jenway genova nano midiendo especificamente su concentracion y pureza (relacién
260/280). Las enzimas utilizadas para la caracterizacion de los plasmidos obtenidos con sus
respectivos fragmentos de restriccion generados son los siguientes: BamHI (834y 4691 pb),
EcoRV (796 y 4779 pb) y Sacll (5523 y 2 pb). Estas enzimas pertenecen a la casa

comercial Invitrogen.

4.3 Ensayos de electroporacion

Se realizé un disefio de experimentos Taguchi para este caso, utilizando 4 factores:
Fuerza del campo, tiempo de pulso y nimero de pulsos. Cada uno con 3 niveles: fuerza de
campo con 750, 900 y 1000 V, tiempo de pulso: 100, 250 y 500 us y numero de pulsos: 1, 2
y 3 pulsos. En cuanto a la cantidad de ADN exdgeno se mantuvo constante para todo el
experimento, utilizando 20 pg. Se prepararon cajas con medio BBM solido y diferentes
concentraciones de Zeocina: 20 cajas con 50 pg/mL, 20 cajas con 100 pg/mL y 20 cajas
con 200 pg/mL.

4.4 Evaluaciéon de contaminacion de N. oleoabundans

De forma paralela, se evalu6 la posible contaminacion de la cepa original de N.
oleoabundans en medio solido. Para ello, se midié la Densidad Optica (OD) a uno de los
matraces del cultivo y después se centrifugo una muestra y se re-suspendié en medio de
cultivo nuevo a una concentracion de 1x10° células/mL. El volumen obtenido de células

re suspendido debe ser minimo de 500 pL. En una placa de medio/agar para Neochloris (sin
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antibiodticos) se agregd 20 pL de Ampicilina (el antibidtico tiene una concentraciéon de
1000x y la caja contiene aprox. 20 mL de medio/agar, asi la concentracion final es 100
pug/mL) y se distribuyd con el uso de las perlas de vidrio. Las placas se incubaron a
temperatura ambiente por 10 min para qué se sequen. Se agregaron 20 uL de Cloranfenicol
a otra nueva caja de medio/agar para Neochloris y se distribuyo éste antibiotico por medio
de las perlas de vidrio. Se plaquearon 100 uL de células re suspendidas en una caja de Petri
con medio de cultivo/agar sin antibioticos, 100 puL en una placa con zeocina (100 pg/mL),
100 pL en la placa que contiene Ampicilina y 100 pL en la caja que contiene el
Cloranfenicol. En total se plaquearon 4 cajas con el uso de las perlas de vidrio. Finalmente
las placas fueron incubadas en el cuarto de microalgas (aprox. 28°C) en presencia de luz.

Se evalud diariamente el crecimiento de Neochloris en las cajas con los antibioticos,

asi como el crecimiento de microorganismos contaminantes.

4.5 Viabilidad de N. oleoabundans

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas de la viabilidad de N. oleoabundans en
el medio de electroporacion Hiposmolar. Para esto, se contabilizd el nimero de células
totales y viables en medio BBM vy buffer de electroporacion. Se tomé una muestra de
cultivo de 100 pL cuya concentracion es 1.8 x 107 células/mL, y se re-suspendieron en 2
tubos, uno con 1.7 mL de medio BBM, vy otro con 1.7 mL de Buffer de Hiposmolar para
obtener una concentracion final de 1x106 células/mL. Se incubaron 30 min. a temperatura

ambiente para visualizar el efecto que tiene el buffer en las células de N. oleoabundans.

4.6 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Se inoculo una colonia de A. tumefaciens en 200 mL de medio LB suministrado con
25 mg/L de rifampicina y se incubd por 48 h a una temperatura constante de 37 °C y una
agitacion de 180 rpm en ausencia de luz. Este cultivo se utilizd para transportar e insertar el
plasmido pPha-DUAL-[2xXNR].

4.7 trasformacion de Agrobacterium tumefaciens
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Para la transformacién de la bacteria A. tumefaciens, se utilizé la técnica de choque
térmico como se describe a continuacion. Se tomaron 200 pL del cultivo anterior a una
absorbancia de 0.8 a 600 nm, en un tubo eppendorf de 1 mL y se centrifugo por 5 minutos a
14000 rpm. Se retird el sobrenadante. En seguida se le afiadio 50 pL del plasmido Dual con
una concentracion de 20pg, extraido anteriormente. Una vez hecho esto, se coloco la
mezcla bacteria-DNA en bafio de hielo por 10 minutos, e inmediatamente después en bafio
de agua a una temperatura de 42 °C, por 45 s. Retirdndolo de inmediato a un bafio de hielo
por 30 min. Pasado el tiempo se afiadio 200 puL de medio LB y se incubo por una hora a

37 °C en agitacién constante.

4.8 Evaluacion de la transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Se prepararon tubos de 10 mL con medio LB con las siguientes condiciones: 10
tubos con medio LB solamente, 10 cajas con medio LB y 100 pug/mL de ampicilina, 10
cajas con medio LB y 25 mg/L de rifampicina y 10 cajas de medio LB con 100 pg/mL de
ampicilina y 25 mg/L de rifampicina.

Asi mismo, se prepararon cajas de petri con medio LB y agar al 7% bajo las
siguientes condiciones: 10 cajas con medio LB solamente, 10 cajas con medio LB y 100
pug/mL de ampicilina, 10 cajas con medio LB y 25 mg/L de rifampicina y 10 cajas de medio
LB con 100 pg/mL de ampicilina y 25 mg/L de rifampicina. Se utilizdé una caja de cada
condicion para evaluar la transformacion. Se colocaron 10 pL de las bacterias A.
tumefaciens presuntamente transformadas y se sembraron en las cajas. De las cajas con
transformacion positiva se tomé una colonia y se cultivé en 100 mL de medio LB con 100

pg/mL de ampicilina 'y 25 mg/L de rifampicina.

4.9 Transformacién de N. oleoabundans por medio de A. tumefaciens

Se prepararon tubos eppendorf con 200 puL de A. tumefaciens transformada y se
centrifugaron por 5 min. a 20000g posteriormente se desecho el sobrenadante. Se afiadio
100 pL de acetosiringona (AS) y medio de induccion (sales AB 1X, 2mM NaH,PQO,, 30

mM MES, glucosa 1%, 100 mM acetosiringona), para tener una concentracion de AS de
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100 mM, esto para aumentar la virulencia de A. tumefaciens. Se agregdé 200 L del cultivo
de N. oleoabundans cuya concentracién celular era de 1x10° células por mililitro, para
realizar el cocultivo. Este cocultivo se incubd en una cdmara con iluminacién constante por
12, 24 y 48 h para evaluar la transformacion. Pasado este tiempo se afiadio cefatoxima para
eliminar el rastro de A. tumefaciens que aun este presente. Se avalué finalmente la

transformacion.

4.10 Evaluacion de transformacion de N. oleoabundans

Se prepararon cajas de Petri con medio BBM, agar al 7% y una concentracién de
zeocina de 100 pg/mL. Se sembraron en las cajas N. oleoabundans con los diferentes
tiempos de agitacion y contacto del cocultivo, asi como un cultivo de N. oleoabundans sin

transformar como control negativo.

5. RESULTADOS
5.1 Cultivo de Neochloris oleoabundans

Para el cultivo continuo de N. oleoabundans, se tomé 1 mL del cultivo primario de
la microalga y se inocularon en 200 mL de nuevo medio BBM liquido. Estos nuevos
cultivos se incubaron bajo las condiciones anteriormente sefialadas en la seccion de
Material y métodos y fueron constantemente monitoreados para evaluar su crecimiento
hasta obtener una densidad Optica (OD) de 0.8, dando una concentracion celular de
aproximadamente 4 x 10° células por mililitro. La figura 1 muestra las células de N.
oleoabundans cultivadas en medio BBM y observadas en microscopio a 100X. Las células

mostraron un tamario aproximado de 10 a 15 micras con una pared celular bien definida.
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Figura 1. Ceélulas de Neochloris oleocabundans observadas por microscopia.

5.2 Preparacion del vector de transformacion

El vector pPha-DUAL-[2xNR] present6 una concentracion final de 330 mg/ml con
una relacion 260/280 nm de 1.67. El plasmido extraido se visualizd6 por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 0.7% Yy se caracterizd mediante digestion con enzimas de
restriccion especificas (Figura 2). El plasmido se conservo en congelacion a -20°C hasta su

utilizacién en la electroporacion.

5000 pb

800 pb

Figura 2. Caracterizacion del plasmido pPha-DUAL-[2xNR]. En el gel de agarosa 0.7 % se
observan las diferentes bandas correspondientes a los fragmentos de restriccion
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obtenidos en la digestion enzimatica. Carril 1: plasmido sin digerir. Carril 2: plasmido
digerido con la enzima Sacll, carril 3: plasmido digerido con la enzima EcoRV, carril 4:
plasmido digerido con BamH]I. Carril 5: marcador de 1kb.

5.3 Ensayos de electroporacion de N. oleoabundans

Con el disefio experimental previamente descrito en la seccién de Material y
Métodos se pretendia realizar 18 experimentos, pero en ese momento se disponia de
unicamente 5 celdas de electroporacion, por lo que el experimento fue reducido a 5. Las
condiciones evaluadas fueron las siguientes: 1000 V/cm, 100 ps, 1000V/cm, 250 us, 1000
V/em 500 ps ,750 V/em 250 ps, 750V/cm 500 ps.

En el experimento de electroporacion, se utilizé una concentracion celular de 1x106
células/ml de N. oleoabundans, partiendo de una concentracion celular inicial de 4x106
celulas/mL. Para obtener esta concentracion se tomaron 5 mL del cultivo de N.
oleoabundans y se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min, desechando el sobrenadante y
resuspendiendo la pastilla celular en 2 mL de Buffer de electroporacion Hiposmolar
(Eppendorf). Para la electroporacién, se utilizaron 400 pL de células resuspendidas en el
buffer mencionado y se colocaron en las cubetas de electroporacion. El equipo utilizado es
el Multiporador Eppendorf. Los pulsos utilizados para todos los experimentos fueron de 2 y
la concentracion de ADN exo6geno se mantuvo en 3 pg. Cada uno de los experimentos se
transfirié a 3 cajas con medio sélido con 3 concentraciones diferentes de zeocina: 50, 100 y
200 pg/mL. Se incluyeron 3 controles donde la microalga no fue electroporada para evaluar

su resistencia con zeocina.

Una vez electroporadas las celulas, las cubetas se colocaron en hielo por 5 min.
Posteriormente se agregd nuevo medio BBM liquido para permitir la recuperacion de las
células y se incubaron por una hora a 25 °C. Para determinar la eficiencia de
transformacion de N. oleoabundans, se tomaron 100 pL de la microalga y se sembraron en
medio BBM solido conteniendo las diferentes concentraciones de Zeocina arriba
mencionadas. Las placas se mantuvieron en incubacion a 25 °C, con luz continua durante 8

dias. Al término de éste tiempo las microalgas colocadas en el medio solido con las
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diferentes concentraciones de zeocina mostraron poco crecimiento, obteniéndose solamente
2 colonias presuntamente transformadas en las cajas de los experimentos 1000 V, 100 sy
100 pg/mL zeocina y 750v, 250 ps y 100 pg/mL zeocina, asi como la presencia de colonias
bacterianas de color blanco. Las colonias transformadas se transfirieron posteriormente a
una placa de cultivo de 12 pozos donde se coloco 1.5 ml de BBM con una concentracion de
zeocina de 100 pg/mL. Por otra parte, las cajas control de microalga no electroporadas
también mostraron crecimiento bacteriano, quedando en duda la esterilidad del

procedimiento utilizado.

==

Figura 3. Colonias resultantes de la transformacion de N. oleoabundans (circulo rojo).

Un segundo experimento se llevé a cabo para analizar el efecto intrinseco del
antibidtico zeocina en la microalga N. oleoabundans. Para ello, se prepararon 3 matraces
con 100 mL de BBM estéril cada uno. A uno se le afiadié una concentracion de 1x10°
células de N. oleoabundans sin antibidtico, a otro matraz se le agregé zeocina a una
concentracion de 200 pg/mL vy al tercero se le agrego zeocina y N. oleoabundans a las
concentraciones antes mencionadas. Se esperaba que en el experimento hubiera crecimiento
Unicamente en el medio BBM con microalga, sin embargo, también se present6 crecimiento
en el matraz que contenia Unicamente zeocina 0 microalga con una coloracion blanca

sugiriendo la contaminacién del cultivo de Neochloris.
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Figura 4. Matraces con diferentes condiciones de cultivo de N. oleoabundans. EI matraz de
la izquierda muestra el crecimiento de la microalga en BBM, el central corresponde al
medio BBM con zeocina y el de la derecha es medio BBM con N. oleoabundans y zeocina.

5.4. Viabilidad de N. oleoabundans

El andlisis de viabilidad contabilizando el nimero de células totales y viales de N.
oleoabundans obtenidas durante su incubacion en medio BBM y buffer de electroporacion

mostro los siguientes resultados:

Tabla 1. Viabilidad de N. oleoabundans utilizando medio BBM y buffer hipos molar.

Medio total de células viabilidad %
células/mL lisadas/mL

BBM 52500 15000 28.57

Buffer Hipos 17500 7500 42.85

molar

De los resultados mostrados en la tabla, se aprecia como el medio hipos molar tiene
una viabilidad mucho mayor a la hora de ser utilizado, esto debido a que es un medio
preparado para ser utilizado para la intensidad de corriente, estando mas estable a la hora de
gue el voltaje ataque a las células. Esto nos sirve para en un futuro, para tener la mayor
viabilidad posible, utilizar medios selectivos en la hora de utilizar equipos de
electroporacion para obtener el mejor resultado.
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5.5 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

La cepa de Agrobacterium tumefaciens fue amablemente donada por el Profesor
Investigador Abel Gutiérrez Ortega (CIATEC). Para el cultivo se prepararon tubos con 10
mL de medio Luria Bertani (LB), el cual contiene 10 g de NaCl, 10 g de extracto de
levadura y 5 g de triptona, todo esto en 1 L. Posterior a esto los tubos con el medio se
esterilizaron y se guardaron para su posterior uso. A los tubos de medio LB se le afiadieron
5 uL de Rifampicina, esta con una concentracion de 50 g/mL, para obtener una
concentracion final de 25 g/L. Cuando cada tubo estuvo listo, se le inoculo una colonia
aislada de Agrobacterium tumefaciens a cada uno de ellos, y se incubo a 37 °C con
agitacion constante de 150 rpm durante 48 horas para su crecimiento. En caso de no
observarse crecimiento se repetia el procedimiento. Los tubos con crecimiento se guardaron

en refrigeracion a 4 °C para su uso posterior.

5.6 Transformacion de A. tumefaciens

Para la transformacion de la bacteria A. tumefaciens, se utiliz6 el pldsmido pPha-
DUAL-[2xNR] extraido en los pasos anteriores. Para los experimentos de crecimiento de la
bacteria, se utilizaron tubos de 10 mL y se inocularon con 100 pL del cultivo preparado
anteriormente de A. tumefaciens, en nuevo medio LB que tenia una concentracion final de
25 g/L de rifampicina. Se incub6 el cultivo a 37 °C y 150 rpm por 48 h para obtener
suficiente bacteria para los siguientes procedimientos. A continuacion se procedio con la

transformacion genética por medio de choque térmico.
Primer grupo de ensayos

Se colocaron 500 pL del cultivo de Agrobacterium en un tubo eppendorf de 1 mL,
con 20 uL del plasmido pPha-DUAL-[2xNR]. Posteriormente se colocaron en hielo por 30
minutos, e inmediatamente en agua a 42 °C por 45 s, pasado este tiempo se colocaron
nuevamente en el bafio de hielo por 30 min. Seguido de eso, se colocaron 500 pL de medio
LB en el tubo eppendorf y se incubo por 1 h a 37 °C con agitacion constante de 150 rpm.

Por separado se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de antibiético: 2 tubos
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con 10 mL de medio LB, 2 tubos con 10 mL de LB con una concentracion de Rifampicina
de 25 g/L, 2 tubos con 10 mL de medio LB y una concentracion de Ampicilina de 100
pg/mL, y 2 tubos con 10 mL de medio LB con una concentracion de Rifampicina de 25 g/L

y de Ampicilina 100 pg/mL.

Pasado el tiempo de incubacion, se inocularon 100 uL del cultivo presuntamente
transformado en los tubos preparados anteriormente. Una vez realizado esto se continu6
incubando el cultivo a una temperatura de 37 °C con agitacion constante a 150 rpm por 48
h para ver los resultados. Como resultado, no hubo crecimiento bacteriano en ningun tubo,

por lo que se procedio a repetir el ensayo.
Segundo grupo de ensayos

Se colocaron 500 pL del cultivo de Agrobacterium en un tubo eppendorf de 1 mL se
centrifugaron a 20000g por 5 min. a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y se afiadié 200 pL
de CaCl2 a 0.1 M, se agitd y se volvio a centrifugar a 20000g y se elimind el sobrenadante.
Se repitio el procedimiento 2 veces, esto para hacer competentes a las células y capaces de
aceptar el DNA exdgeno. Posteriormente se afiadieron los 20 pL del plasmido pPha-
DUAL-[2xNR]. Se incubaron en hielo por 30 min., e inmediatamente se colocaron en agua
a 42 °C por 1 min., pasado este tiempo se colocaron de inmediato en el bafio de hielo por
30 min. Seguido de esto, se colocaron 500 puL de medio LB en el tubo eppendorf y se
incubo por 1 h a 37°C con agitacion constante de 150 rpm. Por separado se prepararon 8
tubos con diferentes concentraciones de antibiotico: 2 tubos con 10 mL de medio LB, 2 con
10 mL de LB con una concentracion de Rifampicina de 25 g/L, 2 con 10 mL de medio LB
con una concentracion de Ampicilina de 100 pg/mL, y 2 con 10 mL de medio LB con una
concentracion de Rifampicina de 25 g/L y de Ampicilina 100 pg/mL.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se inocularon 100 pL del cultivo
presuntamente transformado en los tubos preparados anteriormente. Estos tubos se dejaron
incubando a una temperatura de 37 °C con agitacién constante a 150 rpm por 48 horas para
ver los resultados. Los resultados de este intento también fueron nulos, ademas mostraron

crecimiento de hongos, lo que indica que hubo contaminacidon por un medio externo, por
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ello se procedio a repetir el procedimiento con especial cuidado en las condiciones de

cultivo.
Tercer grupo de ensayos

Se colocaron 500 pL del cultivo de Agrobacterium en un tubo eppendorf de 1 mL,
se centrifugaron a 20000g rpm por 5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se afiadié
200 pL de CaCl2 a 0.1 M, se agito y se volvid a centrifugar a 20000g y se elimino el
sobrenadante. Se repitié el procedimiento 2 veces y se afiadio 20 pL del plasmido
pPhaDUAL-[2xNR. Se incubaron en hielo por 30 minutos, e inmediatamente se colocaron
en agua a 42 °C por 45 segundos, pasado este tiempo se colocaron de inmediato en el bafio
de hielo por 30 min. Seguido de esto, se agregaron 500 pL de medio LB en el tubo

eppendorf y se incubo por 1 hora a 37 °C con agitacion constante de 150 rpm.

Para esta ocasion se prepararon 8 cajas de Petri con las diferentes concentraciones
de antibittico antes mencionadas. Para ello se utilizaron 4 matraces con 100 mL de medio
LB cada uno con una concentracion de agar al 0.7%. Se calent6 el medio/agar y a cada
matraz tibio/frio se afadieron de la siguiente forma los antibi6ticos: un matraz sin
antibidtico, a un matraz se le afladi6 100 pL de Rifampicina a 25 mg/mL para tener una
concentracion final de 25 mg/L, a otro matraz se le afiadi6 200 uL de Ampicilina a 50
mg/mL para tener una concentracion final de 100 pg/mL, y al cuatro matraz se le afiadié
100 pL de Rifampicina 'y 200 puL de Ampicilina.

Pasado el tiempo del cultivo de la transformacion, se inocularon 100 pL del cultivo
presuntamente transformado en las cajas preparadas anteriormente. En total fueron 8 cajas,
4 con Agrobacterium no transformada y 4 con Agrobacterium transformada. Se sembraron
por técnica de estriado. Una vez realizado esto se incubaron las cajas a una temperatura de

37 °C por un lapso de 48 horas para ver los resultados.

Los resultados obtenidos de estos métodos fueron los siguientes (Figura 5), las cajas
con Agrobacterium sin transformar mostraron un crecimiento en los medios LB sin
antibiético y con Rifampicina. En los medios con Ampicilina y con la combinacion no

hubo crecimiento. Las cajas con Agrobacterium presuntamente transformada, en la caja con
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medio LB sin antibi6tico hubo crecimiento, sin embargo en los medios con antibi6ticos no

hubo crecimiento. Debido a esto, se procedi6 a realizar otro grupo de ensayos.

Figura 5. Cultivo de Agrobacterium tumefaciens. En la parte superior bacterias no
transformadas. De izquierda a derecha: 1.-medio LB sin antibi6tico, 2.- medio LB con
Rifampicina, 3.- medio LB con Ampicilina, 4.- medio LB con Rifampicina y Ampicilina.
En la parte inferior bacterias presuntamente transformadas, de izquierda a derecha: 5.-
medio LB sin antibiotico, 6.- medio LB con Rifampicina, 7.- medio LB con Ampicilina, 8.-
medio LB con Rifampicina y Ampicilina.

Cuarto grupo de ensayos

Se colocaron 500 pL del cultivo de Agrobacterium en un tubo eppendorf de 1 mL,
se centrifugaron a 20000g por 5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se afiadié 200
pL de CaCl2 a 0.1 M, se agitd y se volvio a centrifugar a 20000g y se elimino el
sobrenadante. Se repitio el procedimiento 2 veces y se afiadié 20 pL del plasmido pPha-
DUAL-[2XNR]. Se incubaron en hielo por 30 min., e inmediatamente se colocaron en agua
a 42 °C por 1 min., pasado este tiempo se colocaron de inmediato en bafio de hielo por 30
min. Seguido de esto, se colocaron 500 pL de medio LB en el tubo eppendorf y se incubd
por 1 h a 37 °C con agitacion constante de 150 rpm. En estos experimentos, se utilizaron
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cajas preparadas anteriormente con el mismo procedimiento descrito, para no tener
alteraciones en las variables. Los resultados obtenidos en este grupo de ensayos fue una
contaminacion externa por hongos. Por lo que se procedid a repetir nuevamente el

procedimiento.
Quinto grupo de ensayos

Se tomd 1 mL de cultivo de Agrobacterium en un tubo eppendorf y se centrifugaron
a 20000g por 5 min. a 4 °C. Se elimino el sobrenadante y se afiadio 200 pL de CaCl2 a 0.1
M, se agitd y se volvio a centrifugar a 20000g y se elimino el sobrenadante. Se repitio el
procedimiento 2 veces méas. A las células preparadas se le afadié 20 pL del plasmido
previamente mencionado. Se colocaron las bacterias-DNA en un bafio de hielo por 30
minutos. Inmediatamente se incubaron en un termoblock a 37 °C por 3 min., pasado este
tiempo se colocaron nuevamente en bafio de hielo por 30 min. Se afiadié 400 pL de medio
LBy se incubaron a 37°C y 150 rpm por 1 hora.

Se utilizaron las cajas preparadas del procedimiento anterior. Los resultados
obtenidos en este grupo de ensayos fueron: con la bacteria Agrobacterium no transformada
en presencia de medio LB mostrd resultados positivos, en medio LB con Rifampicina,
resultados positivos, en el medio LB con Ampicilina, resultados negativos, y el medio LB
con Rifampicina y Ampicilina, resultados negativos. Para las cajas con Agrobacterium
presuntamente transformada, en el medio LB tuvo resultados positivos, al igual que con el
medio LB con Rifampicina, Ampicilina y en la combinacién de ambos antibioticos

(Rifampicina y Ampicilina) también se obtuvieron resultados positivos.
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Figura 6. Cultivo de Agrobacterium tumefaciens. Bacterias no transformadas. De izquierda
a derecha: 1.-medio LB sin antibi6tico, 2.- medio LB con Rifampicina, 3.- medio LB con
Ampicilina, 4.- medio LB con Rifampicina y Ampicilina.

Figura 7. Cultivo de Agrobacterium tumefaciens. Bacterias presuntamente transformadas.
De izquierda a derecha: 1.-medio LB sin antibidtico, 2.- medio LB con Rifampicina, 3.-
medio LB con Ampicilina, 4.- medio LB con Rifampicina y Ampicilina.
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Se tomo una colonia trasformada de A. tumefaciens y se inoculdé en 100 mL de
medio LB con 100 pg/mL de Ampicilina y 25 mg/L de Rifampicina, al termino de 48 h de
incubacion a 37 °C se obtuvo un crecimiento, indicando que la bacteria se transformo de

manera exitosa.

Figura 8. Agrobacterium tumefaciens transformada en medio LB con 100 pg/mL de
Ampicilina 'y 25 mg/L de Rifampicina.

5.7 Transformacion de N. oleoabundans por medio de A. tumefaciens

Los resultados de la transformacion de N. oleoabundans con el vector pPha-DUAL-
[2xNR] mediada por A. tumefaciens se muestran en la tabla 2 a diferentes tiempos de
incubacidn a iluminacion constante. Hubo crecimiento de colonias en una de las cajas con
concentracion de zeocina de 100 pg/mL, evaluada en un periodo de luz de 24 horas. Estas
se obtuvieron después de 2 semanas de cultivo en las cajas con BBM en un cuarto con
temperatura y luz controlada. Al cabo de 1 semana las colonias desaparecieron. El total de

colonias obtenidas en este proceso fueron cinco. Cabe mencionar que el total de colonias
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obtenidas en un cultivo de N. oleoabundans en el medio BBM normal es de un rango entre

130 a 150 colonias por caja.

Tabla 2. Comparacion del crecimiento de colonias presuntamente transformadas después de
un tiempo establecido de 12, 24 y 48 horas de luz continua en cocultivo con A. tumefaciens,
con concentraciones de zeocina de 50, 100 y 200 pg/mL.

50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
oncentracion de
zeocina
Tiempo de
incubacion en
Luz
12 horas Sin Sin crecimiento Sin crecimiento
crecimiento de colonias de colonias
de colonias
24 horas Sin Poco Sin crecimiento
crecimiento crecimiento de de colonias
de colonias colonias
48 horas Sin Sin crecimiento Sin crecimiento
crecimiento de colonias de colonias
de colonias

Figura 9. Colonias de N. oleoabundans obtenidas en la caja de petri con una concentracion
de zeocina de 100 microgramos por mililitro. (Circulo de color rojo).
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Los resultados de la expresion de GFP en las colonias transformadas evaluadas,
mostraron un poco de fluorescencia en las colonias sobrevivientes a la zeocina, indicando

un resultado positivo en la trasferencia del gen a la célula.

Figura 10. Deteccion de fluorescencia en las colonias trasformadas. Se utilizé una luz
negra de una longitud de onda de 305 nm con la cual las colonias transformadas obtuvieron
un color verde brillante.

6. DISCUSIONES:

El desarrollo de la ingenieria genética y su aplicacion a la biologia vegetal han
contribuido al crecimiento de la industria biotecnoldgica. Sin embargo, estas aplicaciones
estdn siendo recientemente utilizadas en las microalgas, evaluando una treintena de
especies de microalgas usando diferentes tipos de transformacion y obteniendo diferentes

niveles de éxito.

Por medio de Agrobacterium tumefaciens, la transferencia de T-ADN es un proceso
regulado y tiene éxito dependiendo de diferentes factores tanto bacterianos como del
material a transferir (Valderrama, 2005). La infeccion tiene diferentes factores como las
condiciones fisicoquimicas, el tiempo de contacto del cocultivo o la presencia de

Acetositingona. (Ramirez, 2009).
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El método de transformacién mediante choque térmico de células competentes con
cationes divalentes es muy rutinario dada la facilidad de realizacion del mismo y la no
necesidad de utilizar aparatos sofisticados, a diferencia de la electroporacion o la biolistica.
No obstante la eficiencia del mismo puede resultar baja, segun la especie (Inohue, et al,
1990)

Por medio de la electroporacion, la transferencia de ADN se produce por la
formacion de poros en la membrana de la microalga, existiendo diferentes factores que
alteran el resultado final, como el tipo de medio donde se realiza el experimento, el tiempo

del choque eléctrico y la intensidad del campo a utilizar.

En el caso de las microalgas, su pared celular es significativamente mayor al de las
bacterias, por lo que para encontrar su punto éptimo donde se trabajara, se han de realizar
varias pruebas con diferentes variables de intensidad de campo y pulsos. Se han reportado
varios trabajos de transformacion por electroporacion donde se han utilizado equipos cuya
fuerza de campo rondaba los 700 y 1000 V, con un namero de pulsos regulado entre 1 y 3.
Sin embargo lo diferente del presente trabajo con estos reportados es el tiempo de los
pulsos utilizados. En los trabajos anteriores?, se han utilizado tiempos de entre 100 y 500
ms, sin embargo los pulsos utilizados para este trabajo fueron de entre 100 y 500 ps. Estos
cambios del tiempo pueden acarrear diferentes resultados en la comparacién de los
resultados. Estos cambios son debidos principalmente a los diferentes equipos mas actuales
utilizados. Los equipos actuales de electroporacién ya estan optimizados para el uso de una
gran variedad de microorganismos, sin embargo aln no estan registrados por la marca del
equipo los valores optimos para las diferentes especies, como en este caso, N.
oleoabundans, por lo que nuestros resultados sirvieron para también ayudar a esa base de
datos para el equipo. Entonces un decremento en el tiempo del pulso puede resultar en
variaciones de transformacion, esto debido a que quizas no sea para unas celulas suficiente

para abrir la membrana y permitir entrar el ADN exdgeno.

Por otra parte, la fuerza de campo es usada para abrir poros en la membrana celular.
Los valores tomados por nosotros son los que anteriores trabajos de investigacion han

utilizado (Cuales son estos valores) y han resultado ser los mas adecuados al momento de
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transformar N. oleoabundans, al igual que el nimero de pulsos usados para aumentar la

eficiencia de transformacion.

En caso de trabajar con otras especies de microalgas, utilizando equipos de
electroporacion con similares caracteristicas, se podria tener una aproximacion a los
valores a utilizar tomando como referencia los resultados obtenidos, para de esta forma

estar mas cerca de los valores 6ptimos de diferentes especies.

En este trabajo se pretendié ademéas ver que método es mas accesible para la
transformacion de la microalga Neochloris oleoabundans, teniendo en cuenta los factores
indispensables para la transformacion y trabajos anteriormente realizados con microalgas
similares a la trabajada. Para un efecto de mayor virulencia con A. tumefaciens, se adiciono
acetosiringona, aunque en muchos sistemas vegetales no es indispensable debido a que

estas celulas liberan compuestos fendlicos. (Elvin, 2000).

Muchos de los trabajos que involucran la transformacion mediada por A.
tumefaciens se desarrollan en condiciones de oscuridad, aunque se ha demostrado que el
efecto de la irradiacion sobre la infeccion incrementa sustancialmente la transformacion de
la microalga (lkaran, 2010), por lo que se ha trabajo pensando en la irradiacion continua de
luz para aumentar la transformacion. Esto debido a que los procesos de infeccién se ven
modificados por la luz, ya que esta altera los niveles hormonales y de otros compuestos

quimicos.

En los experimentos realizados, todo el tiempo de infeccion se llevd a cabo en
condiciones de 24 horas luz, de esta manera se pensaba maximizar la cantidad de
microalgas transformadas con una gran eficiencia. Del mismo modo, las condiciones al
mantenerse constantes se esperaba que N. oleoabundans sobreviviera lo suficiente para

obtener sus nutrientes del medio BBM, y generar suficiente fuerza para crecer.

Después de 7 dias del cultivo en los medios adicionados con 100 pg de zeocina, con
un periodo de infeccién de 24 horas luz, se presentd crecimiento de colonias, por lo que la
insercion del ADN exdgeno dentro de la célula fue satisfactoria, mas sin embargo el tiempo

en que la microalga sobrevivié a dicho evento no fue satisfactorio. Los experimentos

36



fueron realizados por triplicado, esto con la finalidad de eliminar causas externas variables

que se presenten.

En estos casos la viabilidad de N. oleoabundans fue demasiado baja, esto se debe
quiza a la inclusion del ADN exdgeno, que no fue muy compatible para esta especie de
microalga. Mas sin embargo en los resultados, se vio que aunque no fuera compatible, hubo
expresion en una baja cantidad de microalgas transformadas, lo que podria significar que
los métodos realizados estaban siguiendo el curso correcto de la transformacion, y esto con
futuros experimentos y ADN exdgenos que sean compatibles con las diferentes especies de

microalgas se podrian tener mejores y optimizados resultados de transformacion.

Lo que se desea enfatizar es que probando diferentes métodos de transformacion
genética para una microalga con potencial industrial, no solo para una Unica especie a nivel
laboratorio, y que adicionalmente obteniendo el Optimo resultado de los métodos
comparados, se pueden utilizar las condiciones establecidas para introducir en la microalga
cualquier gen de interés. Dicho lo anterior, el potencial de las microalgas ha sido estudiado
con anterioridad, particularmente el contenido oleoso de N. oleoabundans, situdndose con
un 34% de contenido de aceites, y con una productividad alta, por lo que es una de las

mejores especies para trabajar a nivel industrial como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 3. comparacion entre el contenido de lipidos y la productividad. *Sanchez et al (2008),
**|_ui et al (2010)

Especie Lipidos totales(%o Productividad
peso seco) (mg/L.d)
Neochloris 34 133
oleoabundans*
Scenedesmus 12 144
almeriensis**
Chlorella emersonii* 63 50
Chlorella vulgaris* 38 54
Nannochloris sp* 30 77
Pavlova lutheri* 36 50
Pavlova salina* 31 49
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CONCLUSIONES

Con los experimentos realizados se puede llegar a varias conclusiones:

Primeramente se pudo realizar la transformacion de N. oleoabundans, utilizando los
métodos de transformacion por electroporacion y utilizando A. tumefaciens como medio de

trasferencia genética.

Se compararon el nimero de colonias transformantes obtenidas a partir de la

transformacion, siendo mas viable el uso de A. tumefaciens que la electroporacion.

La eficiencia de transformacion de N. oleoabundans en el método usando
electroporacién fue mas baja en comparacion con el método que utilizé A. tumefaciens, esto
debido a que la electroporacion es un método mas destructivo a nivel celular por los
choques eléctricos, teniendo una eficiencia de transformacion del 1.3% y 3.33% con A.

tumefaciens.

Hubo una poca compatibilidad del ADN exdgeno con la microalga N. oleoabundans.

Aun asi se llevé a cabo la transformacién de esta con una eficiencia menor al 5%.

Se espera que al utilizar un ADN exdgeno mas compatible con N. oleoabundans, se

obtendria una mayor eficiencia y supervivencia de células transformadas.
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GLOSARIO.

Absorbancia

Cuando un haz de luz incide sobre un cuerpo traslicido, una parte de esta luz es absorbida
por el cuerpo, y el haz de luz restante atraviesa dicho cuerpo. Es la energia absorbida o

retenida por un cuerpo.
Agrobacterium tumefaciens

Es una proteobacteria alpha de la familia Rhizobiaceae, la cual también incluye a las
fijadoras de nitrdgeno que viven ensimbiosis con las legumbres. A diferencia de
éstas, Agrobacterium es un parasito y causa grave dafio a la planta afectada. La capacidad
de transmision de ADN por el Agrobacteriumesta siendo extensamente explotada
en biotecnologia, como medio de insertar genes fordneos dentro de las plantas y desarrollar

organismos modificados genéticamente.
Biobalistica

Técnica de transformacion genetica en la cual se emplean particulas metalicas
microscopicas (0.4 a 2.0 um de diametro) de oro o tungsteno cubiertas con el material
genético y que son impulsadas a alta velocidad sobre un tejido blanco para permitir que
dicho material sea liberado en el interior de la célula. Estas particulas son aceleradas
mediante macroacarreadores de polietileno o de nylon (cilindricos o de disco), que a su vez,
son impulsadas por la onda de choque causada por un gas (helio el mas usado) a alta

presion.
Biotecnologia vegetal

Puede ser vista como un término impreciso, ya que el aprovechamiento de cualquier
proceso bioldgico podria ser llamado justificadamente biotecnologia. Sin embargo, la
revolucion en nuestra comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a los
procesos de la vida, en particular, nuestra comprension del

ADN, ha resultado en el potencial para manipular esos mecanismos para nuestros
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requerimientos. Esta capacidad y conocimiento nuevo es vagamente denominado

biotecnologia.

Exdgeno

Que es debido a causas externas al propio organismo, que Se origina por causas externas.
Transformacion por Electroporacion.

Tratamiento de naturaleza fisica, consiste en someter a la célula a altos voltajes, lo que
causa temporalmente la formacion de poros en la membrana, se usa en protoplastos, células

intactas y tejidos para introducir el ADN.
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ANEXOS

Anexo A. Secuencia completa y modelo del vector pPha-DUAL-[2XNR].

Shuttle vector pPha-DUAL-[2xNR], complete sequence
GenBank: JN180664.1

LOCUS  JN180664 4635bp DNA circular SYN 23-NOV-2011

DEFINITION Shuttle vector pPha-DUAL-[2xXNR], complete sequence.
ACCESSION JN180664
VERSION  JN180664.1 GI:357535419
SOURCE  Shuttle vector pPha-DUAL-[2xXNR]
ORGANISM Shuttle vector pPha-DUAL-[2XNR]
other sequences; artificial sequences; vectors.
REFERENCE 1(bases 1 to 4635)
AUTHORS Zauner,S. and Hempel,F.
TITLE Inducible shuttle vector
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2(bases 1 to 4635)
AUTHORS Zauner,S. and Hempel,F.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-JUN-2011) Cell Biology, Philipps-University
Marburg,Karl-von-Frisch Str. 8, Marburg 35032, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source  1..4635
/organism="Shuttle vector pPha-DUAL-[2xNR]"
/mol_type="other DNA"
/db_xref="taxon:1114287"
promoter 36..451
/note="nitrate reductase;derived from Phaeodactylum tricornutum"
misc_feature 452..472
/note="multiple cloning site"
terminator 473..737
/note="nitrate reductase; derived from Phaeodactylum tricornutum”
promoter 782..1197
/note="nitrate reductase; derived from Phaeodactylum tricornutum”
misc_feature 1198..1272
/note="multiple cloning

site"
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terminator 1273..1537

/note="nitrate reductase; derived from Phaeodactylum tricornutum"
promoter 1546..1731

/note="fcpB; derived from Phaeodactylum tricornutum®
CDS 1732..2106

/note="ble"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="zeocin resistance protein”

/protein_id="AET83764.1"

/db_xref="G1:357535420"

/translation="MAKLTSAVPVLTARDVAGAVEFWTDRLGFSRDFVEDDFAGVVRD
DVTLFISAVQDQVVPDNTLAWVWVRGLDELYAEWSEVVSTNFRDASGPAMTEIG
EQPW
GREFALRDPAGNCVHFVAEEQD"
terminator 2107..2348

/note="fcpA"
CDS complement(3393..4253)

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="beta-lactamase"

/protein_id="AET83765.1"

/db_xref="G1:357535421"

ftranslation="MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGY
IELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRIDAGQEQLGRRIHYSQNDLV
ESPVTEKH LTDGMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHV
-][;RRbVEPELN EAIPNDERDTTMPVAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVA
E:IS_ALPAGWFIADKSGAGERGSRG IHAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQI
QIGASLIKHW"

ORIGIN
1 catatgggca ctagaaggaa ggaagcaaag acgaacggaa gtgactgtaa acgagaagtg
61 cacgaagcct tttcttgtga cgtcacaaac cgaacagccc tacgtggcgt gcgactttce
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

ggcactttgg atatcgttgc cctatatgta ttgggtgtat acatgtcgta ttccaactac
gacagaaaac agtcagttac gggtattcga acttccggca cctgcagcga ggagttttgt
gtccgtcgea catcctccgt getttcggca cctacgtagg cggcaaactt cctgecttec
gcececgecttg cggceattccg getccgggee agaattgecce gggtgttcac aattttgect
cctcacgaaa aaacgttcta ctttgtattt tggtcgggtt tcggatcctt ccagcaacca
ttctcattca aagtcaccac ttgtgcgaac gactagtgcg gccgccccge ggaatttact
ttaagactag cgcaattttt ttcttacatt agatgaacat aaaacgacga tgaggatcac
tgttagggaa acgatgaact acgctgagga cttcctatta ttcgtccttt gatggcgtgg
ttgttctttg gtttgcggtc gagcgcaacg accaaggcct gtaccaaaaa cgaagttgat
aatcagatat ttgagttgta acaagaaact aaagcattat tttagcagta gcacgaatca
ggatctaaaa tgaacgcaat tgcatggttt atgtctaagc tgcgttagaa cttagcatat
gcggaagtga ctgtaaacga gaagtgcacg aagccttttc ttgtgacgtc acaaaccgaa
cagccctacg tggecgtgega ctttccggea ctttggatat cgttgcccta tatgtattgg
gtgtatacat gtcgtattcc aactacgaca gaaaacagtc agttacgggt attcgaactt
ccggcacctg cagcgaggag ttttgtgtcc gtcgcacatc ctccgtgett tcggeaccta
cgtaggcggc aaacttcctg ccttccgecce gecttgegge attccggetc cgggecagaa
ttgcccgggt gttcacaatt ttgcctcctc acgaaaaaac gttctacttt gtattttggt
cgggtttcgg atccttccag caaccattct cattcaaagt caccacttgt gcgaacggaa
ttcgatatca tcgactaatt cgagctcggt acccggggat cctctagagt cgacctgeag
gcatgcaagc ttcaatttac tttaagacta gcgcaatttt tttcttacat tagatgaaca
taaaacgacg atgaggatca ctgttaggga aacgatgaac tacgctgagg acttcctatt
attcgtcctt tgatggcgtg gttgttcttt ggtttgcggc cgagcgcaac gaccaaggcc
tgtaccaaaa acgaagttga taatcagata tttgagttgt aacaagaaac taaagcatta
ttttagcagt agcacggatc aggatctaaa atgaacgcat ccggagagat tcaaaattca
atctgtttgg acctggataa gacacaagag cgacatcctg acatgaacgc cgtaaacagc
aaatcctggt tgaacacgta tccttttggg ggcectccget acgacgcetcg ctccagetgg
ggcttcctta ctatacacag cgcgcatatt tcacggttgc cagatgtcaa gatggccaag
ttgaccagtg ccgttccggt getcaccgeg cgcgacgtcg ccggageggt cgagttetgg
accgaccggc tcgggttctc ccgggacttc gtggaggacg acttcgccgg tgtggtcegg
gacgacgtga ccctgttcat cagcgcggtc caggaccagg tggtgccgga caacaccctg
gcetgggtgt gggtgegegg cctggacgag ctgtacgecg agtggtcgga ggtcgtgtec
acgaacttcc gggacgcctc cgggcecggec atgaccgaga tcggcgagea gecgtggggg
cgggagttcg ccctgegega cccggecgge aactgegtge acttcgtgge cgaggagceag
gactgaacct tccttaaaaa tttaattttc attagttgca gtcactccgc tttggtttca
cagtcaggaa taacactagc tcgtcttcac catggatgcc aatctcgect attcatggtg
tataaaagtt caacatccaa agctagaact tttggaaaga gaaagaatat ccgaataggg
cacggcgtgc cgtattgttg gagtggacta gcagaaagtg aggaaggcac aggatgagtt
ttctcgaggc cggtctcecct atagtgagtc gtattaattt cgataagcca ggttaacctg
cattaatgaa tcggccaacg cgcggggaga ggcggtttge gtattgggeg ctcttceget
tcctcgetca ctgactcget gecgetcggte gttcggetge ggcgageggt atcagetcac



2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
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3541
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3661
3721
3781
3841
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4141
4201
4261
4321
4381
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tcaaaggcgg taatacggtt atccacagaa tcaggggata acgcaggaaa gaacatgtga
gcaaaaggcc agcaaaaggc caggaaccgt aaaaaggccg cgttgctgge gtttttccat
aggctccgec ccecctgacga gcatcacaaa aatcgacgcet caagtcagag gtggcgaaac
ccgacaggac tataaagata ccaggcgttt ccccctggaa getccctcgt gegetctect
gttccgaccc tgccgettac cggatacctg tccgecttte tcccttcggg aagegtggeg
ctttctcaat gctcacgctg taggtatctc agttcggtgt aggtcgttcg ctccaagcetg
ggctgtgtge acgaaccccc cgttcagcecc gaccgetgeg ccttatccgg taactatcgt
cttgagtcca acccggtaag acacgactta tcgccactgg cagcagccac tggtaacagg
attagcagag cgaggtatgt aggcggtgct acagagttct tgaagtggtg gcctaactac
ggctacacta gaaggacagt atttggtatc tgcgctctge tgaagccagt taccttcgga
aaaagagttg gtagctcttg atccggcaaa caaaccaccg ctggtagcgg tggttttttt
gtttgcaagc agcagattac gcgcagaaaa aaaggatctc aagaagatcc tttgatcttt
tctacggggt ctgacgctca gtggaacgaa aactcacgtt aagggatttt ggtcatgaga
ttatcaaaaa ggatcttcac ctagatcctt ttaaattaaa aatgaagttt taaatcaatc
taaagtatat atgagtaaac ttggtctgac agttaccaat gcttaatcag tgaggcacct
atctcagcga tctgtctatt tcgttcatcc atagttgcct gactccccgt cgtgtagata
actacgatac gggagggctt accatctggc cccagtgctg caatgatacc gcgagaccca
cgctcaccgg ctccagattt atcagcaata aaccagccag ccggaagggce cgagcgcaga
agtggtcctg caactttatc cgcctccatc cagtctatta attgttgccg ggaagctaga
gtaagtagtt cgccagttaa tagtttgcgc aacgttgttg ccattgctac aggcatcgtg
gtgtcacgct cgtcgtttgg tatggcttca ttcagctccg gttcccaacg atcaaggcga
gttacatgat cccccatgtt gtgcaaaaaa gcggttagct ccttcggtcc tccgatcgtt
gtcagaagta agttggccgc agtgttatca ctcatggtta tggcagcact gcataattct
cttactgtca tgccatccgt aagatgcttt tctgtgactg gtgagtactc aaccaagtca
ttctgagaat agtgtatgcg gcgaccgagt tgctcttgec cggcegtcaat acgggataat
accgcgccac atagcagaac tttaaaagtg ctcatcattg gaaaacgttc ttcggggcga
aaactctcaa ggatcttacc gctgttgaga tccagttcga tgtaacccac tcgtgcaccc
aactgatctt cagcatcttt tactttcacc agcgtttctg ggtgagcaaa aacaggaagg
caaaatgccg caaaaaaggg aataagggcg acacggaaat gttgaatact catactcttc
ctttttcaat attattgaag catttatcag ggttattgtc tcatgagcgg atacatattt
gaatgtattt agaaaaataa acaaataggg gttccgcgca catttccccg aaaagtgcca
cctgacgtct aagaaaccat tattatcatg acattaacct ataaaaatag gcgtatcacg
aggccctttc gtctcgecgeg tttcggtgat gacggtgaaa acctctgaca catgcagctc
ccggagacgg tcacagcttg tctgtaagcg gatgccggga gcagacaagc ccgtcagggce
gcgtcagegg gtgttggegg gtgtcggggce tggcttaact atgcggeatc agagcagatt

4621 gtactgagag tgcac
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