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Patrones de restriccion in silico para el estudio del gen pds en una

microalga chlorophyta
Bryan José Pillacela'’, Janeth Galarza'
'"Facultad de Ciencias del Mar, Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena.
La Libertad — Ecuador.
"bryanjjose@hotmail.com — 'jgalarza@upse.edu.ec

Resumen

El uso de herramientas bioinformaticas abarca estudios moleculares que involucra
genes de interés tanto biotecnoldgico como econdémico. En este trabajo se utilizo el
programa bioinformatico NEBcutter 2.0 para obtener el mapa de restriccion
modelado in silico del gen Fitoeno Desaturasa (pds) a partir de una secuencia
previamente descrita y accesible en el GenBank (X86783.1), para predecir el tamafio
de los fragmentos revelados por las enzimas que escinden la secuencia, a través de la
seleccion de enzimas de restriccion que produzcan fragmentos de aproximadamente
1500 pb. Para escindir el ADN gendémico de la microalga chlorophyta 015, se us6 la
mezcla de las enzimas Rsal + EcoRI, Pstl + EcoRIy Pstl + Xhol, indicando que los
patrones generados in silico para el gen pds, pueden ser reproducidos y comprobados
adecuadamente de forma experimental en el laboratorio. Se llevd a cabo la reaccion
en cadena de la polimerasa para asegurar la presencia del gen pds, revelando un
fragmento de aproximadamente 1000 pb. Se obtuvo el mapa de restriccion in silico
del gen a través del programa NEBcutter 2.0 y el producto amplificado fue digerido
con las enzimas Rsal y Dral corroborando los patrones de restriccion generando un
patron claramente distinguible a partir de los amplicones. Los programas
bioinformaticos son herramientas muy versatiles y didacticas que efectivamente,
permitieron predecir los mapas de restriccion para el gen pds, previo a su obtencion
en el laboratorio.

Palabras claves: Chlorophyta, patron de restriccion, Fitoeno Desaturasa, enzimas de
restriccion.

Abstract

Bioinformatics tools includes molecular studies involving genes of both
biotechnology and economic interest. In this work the bioinformatics NEBcutter 2.0
program was used to obtain the restriction map modeled in silico of Fitoeno
Desaturasa (pds) gene from a previously described and accessible sequence in
GenBank (X86783.1) to predict the size of fragments revealed by enzymes that cut
the sequence through the selection of restriction enzymes that produce 1500 bp
fragments approximately. The mix of enzymes Rsal + EcoRI, Pstl + EcoRIy Pstl +
Xhol was used to cut the genomic DNA of the chlorophyta microalgae 015. Patterns
generated in silico for the pds gene, can be reproduced and adequately tested
experimentally in the laboratory. The polymerase chain reaction was performed to
ensure the presence of the pds gene revealing a fragment of 1000 bp. approximately.
In silico restriction map of the pds gene was obtained through the NEBcutter 2.0
program and the amplified product was digested with the enzymes Rsal and Dral
corroborating the restriction patterns generating a clearly distinguishable pattern from
the amplicons. The bioinformatic programs are very versatile and didactic tools that
allowed to predict the restriction maps for the pds gene, previous to their obtaining
in the laboratory.

Keywords: Chlorophyta, restriction pattern, Phytoene Desaturase, restriction
enzymes.



Introduccion

El gen que codifica a la enzima Fitoeno Desaturasa (pds) se encuentra localizado en el
genoma nuclear de los vegetales y algas. Es considerado el gen clave, del paso de
biosintesis carotenoides incoloros a carotenoides coloreados (Guedes et al. 2011;
Henriquez et al. 2016), con amplios estudios en microalgas productoras de carotenoides
(Chacon-Lee y Gonzélez-Marifio 2010; Gong y Bassi 2016), que tienen un potencial
farmacéutico (Di Sanzo et al. 2018), industrial (Chacon-Lee y Gonzalez-Marifio 2010),
energético (Minhas et al. 2016) y alimenticio (Molino et al. 2018). La enzima Fitoeno
Desaturasa (gen pds) junto con la enzima Fitoeno Sintasa (gen psy) son capaces de regular
la biosintesis de carotenoides en respuesta a diferentes estimulos ambientales, cuya
expresion ha sido estudiada en diferentes microalgas verdes como Dunaliella salina
(Srinivasan y Gothandam 2017), Chlorella zofingiensis (Huang et al. 2008; Liu et al.
2010), Chlamydomonas reinhardtii (Liu et al. 2013) y Haematococcus pluvialis
(Henriquez et al. 2016; Butler et al. 2017; Galarza et al. 2018).

Con el auge de la biotecnologia, el gen pds ha sido fuertemente estudiado a nivel
molecular, empleando métodos y técnicas modernas basadas en estudios bioinformaticos
de secuencias de interés (Srinivasan y Gothandam 2017; Kathiresan et al. 2015; Galarza
et al. 2018). Por lo tanto, los programas bioinformaticos permiten desarrollar disefios in
silico y estan altamente caracterizados y estadisticamente evaluados para modelar un
proceso o producto bioldgico (Huang et al. 2008). En ese sentido, NEBcutter 2.0 es un
programa bioinformatico en linea (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) que emplea enzimas
disponibles en el NEB (New England Biolabs Inc.), que acepta secuencias de ADN y
emite un informe completo de las enzimas de restriccion que escindiran las secuencias en
estudio. Ademas, ofrece una tabla completa de sitios de reconocimiento
(www.neb.com/rebase) que se actualiza diariamente y marca todos los sitios que pueden
verse afectados por la metilacion del ADN (Vincze et al. 2003; Roberts et al. 2010). Otro
de los programas ampliamente utilizado es BioEdit Sequence Alignment Editor,
desarrollado con varias caracteristicas, funciones y herramientas moleculares ttiles para
los bidlogos moleculares, como varios modos de alineacién manual, dibujo y anotacion
de plasmidos, mapeo de restriccion, integracion automatica con otros programas como

ClustalW y BLAST, entre otras (Hall, 1999; 2011).



Ademas, los mapas de restriccion permiten obtener una proyeccion de las dianas que
presenta una secuencia problema de ADN para distintas enzimas de restriccion. De este
modo, el investigador es capaz de determinar el nimero de cortes sobre la secuencia de
nucledtidos, el tamafio y sus posiciones relativas sobre la secuencia de ADN en estudio
(Chaney et al. 2016; Steinbrenner y Sandmann 2006; Olmos et al. 2000). Est4 descrito
que las enzimas de restriccion reconocen secuencias especificas de ADN, llamadas sitios
de restriccion, y al encontrar su secuencia blanco, corta las dos cadenas de una molécula
de ADN. Por lo general, el corte es sobre o cerca del sitio de restriccion y ocurre en un
patron ordenado y predecible (Pingoud y Jeltsch, 2001). Entonces, los modelamientos o
patrones de restriccion predichos in silico son posteriormente corroborados en el
laboratorio comparando los tamafios de los fragmentos separados en un gel de agarosa o

poliacrilamida (Okada et al. 2000; Srinivasan y Gothandam 2017).

Teniendo en cuenta que los disefios in silico de genes semisintéticos son modelos
desarrollados en ordenadores que a la hora de realizar estudios a nivel molecular resultan
ser herramientas bioinformaticas muy versatiles que permiten al investigador manipular
numerosas variables en la secuencia de ADN y tomar decisiones concretas sobre el
organismo en estudio (Cienfuegos et al. 2008; Li et al. 2013; Jiménez y Chaparro-Giraldo,
2016). Considerando la importancia de la aplicacion bioinformatica en estudios
moleculares, este estudio se propone evaluar la efectividad de los disefios in silico a través
del modelamiento de patrones de restriccion para el gen pds de una microalga chlorophyta

(codigo de coleccion 015).

Materiales y métodos

Seleccion de la secuencia en el GenBank

Con el nimero de acceso en el GenBank X86783.1, a través de la plataforma virtual
PubMed (ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI, por sus siglas en inglés) (www.ncbi.nlm.nih.gov) se selecciono la secuencia del
gen pds reportado para una microalga chlorophyta con un tamafio superior a los 1000 pb.
Obtencion del modelo in silico

La secuencia seleccionada fue descargada e ingresada en formato FASTA en el programa
BioEdit para identificar todos los sitios de corte y seleccionar las enzimas que reconozcan
dianas que revelen fragmentos >200 pb y <2000 pb, considerando la metodologia de Liu

et al. 2013.



El modelamiento in silico de los patrones de restriccion se obtuvo con 4 enzimas
corriendo el programa Nebcutter 2.0. Este programa se encuentra linea y resulta ser mas
didactico a la hora de manipular sus herramientas.

Condiciones de cultivo de la microalga

Dos cepas de microalgas chlorophytas (co6digo de coleccion 009 y 015) fueron obtenidas
del proyecto INCYT-PNF-2017M3112 y se cultivaron en condiciones de laboratorio para
obtener biomasa.

El medio de cultivo utilizado para las dos cepas fue 250 mL de el Medio Basal Bold 3N
(MBB 3N), recomendado por la UTEX (utex.org), que contiene 8,82 mM, NaNOs; 0,17
mM CaCl2-2H>0; 0,3 mM, MgSOs4 - 7H>0; 0,43 mM, KoHPOs; 1,29 mM, KH,PO4; 0.43
mM, NaCl. Se adicion6 metales traza y vitaminas.

Las condiciones de cultivo se mantuvieron a una temperatura de 25 = 1 °C y con
fotoperiodo 12/12 horas (luz/oscuridad), pH 7, aireacion manual 2 veces al dia durante 6
dias, adaptando la metodologia de Nagaraj et al. 2012. La biomasa fue obtenida por
centrifugacion del cultivo a 10000 rpm durante 8 minutos. Las muestras fueron
almacenadas a -20°C.

Extraccion de ADN

Se aplico el método salino (NaCl), empleando la metodologia de Aljanabi y Martinez
1997; Maddocks y Jenkins, 2017, con algunas modificaciones, considerando que a 50 mg
de biomasa se adicioné 800 pL de buffer lisis (TRIS, 0,05M; Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS) al 10%; EDTA, 0,1M) y 60 mL de NaCl, 5M. Se incubd en baino maria a 60°C y
se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos. Al sobrenadante se adicion6 etanol al 95%
frio y se centrifugd 5 minutos a 10000 rpm. El lavado se realizé con etanol al 70% frio,
se centrifugd durante 5 minutos a maxima velocidad (12000 rpm). Las muestras de ADN
fueron resuspendidas en agua ultrapura (INVOTROGEN) y conservadas a -20°C hasta su
posterior andlisis. La cuantificacion y pureza del ADN fue medida en un
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) (Broquet, 2007)

y la integridad se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Digestion con enzimas de restriccion

A partir de las enzimas seleccionadas del modelamiento in silico del programa NEBcutter
2.0, se prepar6 la mezcla de las enzimas con un volumen final de 50 pL, siguiendo las

especificaciones de cada enzima dadas por el fabricante Thermo Fisher Scientific Inc,



USA, y considerando que 1U de enzima corta 1 pg de ADN en 1 hora. La mezcla de
enzimas para la digestion fue la siguiente: A: Rsal (10U/uL) + EcoRI (15U/uL), B: Pst]
(10U/uL)+ EcoRI (15U/uL) y C: Pstl (10U/uL) + Xhol (10U/uL). Cada digestion se
prepar6 en base a la concentracion del ADN gendmico y fueron incubados a 37°C por 4

horas, finalmente los productos obtenidos se analizaron en geles de agarosa al 1%.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para asegurar la presencia del gen Fitoeno Desaturasa en la secuencia del ADN genomico
de la cepa 015, se amplifico el gen pds a través de la reaccion en cadena de la polimerasa
PCR, utilizando el  juego de partidores ~ TH219/TH266  (5'-
GTTGTCGACATGCGTGTTGTTATTGCTGGT-3"/5'-
GTTTTTACAACCACCAGCAATAGCACCTAC-3") y el portocolo descrito por
Galarza et al. 2018.

La amplificacion se realizo a partir de 1 pL. de ADN gendmico de la microalga 015 en un
volumen total de 30 uL conteniendo 1,6 X PCR Rxn Buffer (10X PCR Rxn Buffer,
INVITROGEN™), 0,2 mM dNTP’s (100mM dNTP’s Set, INVITROGEN™), 1,5 mM
MgCl: (25 mM MgCl,, INVITROGEN™), 0,2 uM partidores (10 uM), 0,72 U Platinum®
Taq DNA Polymerase (5 U/uL, INVITROGEN™). El programa de PCR utilizado fue:
(1) 1 Ciclo de 3 minutos a 95°C; (ii) 35 ciclos con los siguientes pasos: Denaturacion, 30
segundos a 95°C; hibridacion, 30 segundos a 60°C y extension 1Kb/minuto a 72°C (iii)
una elongacion final de 5 minutos a 72°C y finalmente, (iv) conservacion a 4°C. La PCR
se realizo en un Termociclador T100™ Thermal Cycler (BIORAD). El producto
amplificado fue separado en una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con 3 pL
de SYBR™ Safe (INVITROGEN™), empleando el marcador de peso molecular de 1 kb
(INVITROGEN™),

Resultados

Patrones de restriccion modelados in silico

A partir de la secuencia del GenBank con acceso nimero X86783.1, se obtuvo el mapa
de restriccion in silico a través del software BIOEdit, el mapa reveld que el gen pds
contiene 290 sitios de restriccion para 90 enzimas que hacen cortes tanto cohesivos como
de tipo romo (Figura 1). Los sitios de restriccion fueron corroborados con el programa

NEBcutter 2.0 en el que se model6 in silico los patrones de digestion al combinar las



siguientes enzimas: A: Rsal + EcoRI, B: Pstl + EcoRI, C: Pstl + Xhol (Figura 2), que
reconocen dianas dentro de la secuencia problema (mas no flanquean al gen pds) y que
estan previamente descritas por Liu et al. 2014 y Galarza et al. 2018. La mezcla de
enzimas fue seleccionada de manera que revelen fragmentos de aproximandamente 1500

pb (Figura 3) que corresponderian al gen pds y que posteriormente fue corroborado en el

labortorio mediante electroforesis.

1921 ATCGTGAATTATACGCTCGTAACCCTCCARAAACTTTACTCGAGAAATTAAATTGTCGTGTAGGTCAAGCTATGGCAAAT 2000
1921 TAGCACTTAATATGCGAGCATTGGGAGGTTTTTGAAATGAGCTCTTTAATTTAACAGCACATCCAGTTCGATACCGTTTA 2000
Hpy188III MnlI XhoI
481 CCATGTAGAGTTAATGARGAAGTTTTTATTGCTATGGCTAAGGCTTTAAATTTTATTAATCCAGATGATTTAAGTATGAC 560
481 GGTACATCTCAATTACTTCTTCAAAAATAACGATACCGATTCCGAAATTTARAAATAATTAGGTCTACTAAATTCATACTG 560
RsaI MboII BpullI Asel

2001 GGTTTAGGAAAAGTAGATGAATTATTAGAAAAAATTGGTTTATTACCAGAATTCAAACCTTTACCTAGTTGGAGTCCAGA 2080

2001 CCARATCCTTTTCATCTACTTAATAATCTTTTTTAACCARATAATGGTCTTAAGTTTGGAAATGGATCAACCTCAGGTCT 2080
TspDTI EcoRI SfaNI Hpyl88III

401 CAGCTATTATTTTTGGTCAACGTTACTGTGAAGAACAAGATGAATTAACAGTTACTGAATGGACTGCAGTACAAGGTGTA 480

401 GTCGATAATAAARACCAGTTGCAATGACACTTCTTGTTCTACTTAATTGTCAATGACTTACCTGACGTCTTGTTCCACAT 480

HineII MboII SfaNI PstI HpyS8I

Figura 1: Mapa de restriccion modelado in silico a través del programa bioinformatico
BioEdit Sequence Alignment Editor. EI detalle del mapa de restriccién del gen pds,
observar anexo 2.

A
1 ! | ! | ! 2927
| | | |
485nt _Rsal 2052 nt - *EcoRIRsal #Rsal
B
11 | | | | ! 2927
| |
466 nt - Pstl 2052 nt “xEcoRl
C
11 1 | 1 | 1 2927
| |
466 nt' pst| 1959 nt " #Xhol

Figura 2: Mapa de restriccion lineal in silico de la secuencia de la microalga 015
representando las enzimas seleccionadas obtenidas en el programa NEBcutter 2.0.



A: La mezcla de las enzimas Rsal (cortd en el nucledtido 485) y EcoRI (cortd en el
nucleotido 2052) indic6 un fragmento de 1567 pb. Que se ilustra en el gel de agarosa in

silico de la Figura 2 A.

En el caso particular de Rsal, reconoci6 3 dianas en total, pero los extremos resultantes
son de tamafios muy pequefios, por lo que inferimos que no se trata del gen esperado.
B: Pstl (466) y EcoRI (2052) cada una de estas enzimas reconocié una diana, como
resultado indica un fragmento de 1586 pb (Figura 2 B). Los extremos resultantes de la
secuencia digerida también fueron de tamafios pequenos, inferiores a los 900 pb.

C: Pstl (466) y Xhol (1959) indic6 un fragmento de 1493 pb. corroborado en el gel de

la Fig. 2 C.
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Figura 3: Representacion de patrones de restriccion de los geles de agarosa in silico.
Se escogi6 el gel al 1% y marcador de peso molecular (M) de 1kb.

Los geles marcan Unicamente los fragmentos mayores a los 1000 pb. con cada
mezcla de enzimas, omitiendo los fragmentos menores a los 900 pb o extremos

dejados por los sitios de corte reconocidos.

A: Rsal + EcoRI, 1567 pb. B: Pstl + EcoRI, 1586 pb. C: Pstl + Xhol, 1493 pb.

ADN genomico de la microalga chlorophyta 015

La cepa 015 se adapté mejor a las condiciones de cultivo por lo tanto fue seleccionada

para este trabajo.

El ADN gendémico tuvo una concentracion de 154,2 ng/ulL y una pureza

(Abs260/Abs280) de 1,92. Mientras que la integridad fue evidenciada en un gel de

agarosa al 1% (Figura 4).



Figura 4: ADN gendmico de (/5. en todos los carriles.

A partir del ADN genomico se procedio a hacer la digestion con las enzimas de restriccion
escogidas en el programa bioinformatico NEBcutter 2.0 para confirmar y comparar los

patrones de restriccion del gen pds.

Confirmacion de los patrones de restriccion en el laboratorio

1500 pb

el —> 1500 pb

Figura 5: Confirmacion de los patrones bioinformaticos producidos por las enzimas
escogidas en el software NEBcutter 2.0. Gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR™ Safe
(INVITROGEN™) y marcador de peso molecular (M) de 1kb.

A: carril 1; Rsal + EcoRI, en este caso, esta mezcla de enzimas produjo un fragmento
de 1567 pb. aproximadamente. 2; ADN no digerido con enzimas de restriccion.

B: 1; Pstl + EcoRI produjo un fragmento de 1586 pb. aproximadamente. 2; ADN no
digerido con enzimas de restriccion.

C: 1; Pstl + Xhol reveld un fragmento de 1493 pb. aproximadamente. 2; ADN no
digerido con enzimas de restriccion.

Amplificacion del gen Fitoeno Desaturasa (pds)

Al utilizar el ADN gendmico de la microalga, no se podia asegurar que los patrones de
restriccion obtenidos correspondian al gen pds. Por tanto, se llevo a cabo la amplificacion
por PCR, resultando un fragmento de 1500 pb aproximadamente, que corresponde al gen

pds (Figura 6).



1500 pb —p>

Figura 6: Amplificacion del gen pds con el juego de partidores TH219/TH266 a partir
de 1 pL de ADN gendémico de la microalga 015. Marcador de peso (M) 1 kb
(INVITROGEN™),

Carriles, del 1 al 5 muestran los amplicones del gen pds con un tamafio superior a los
1000 pb.

Patrones de restriccion del producto amplificado

El modelamiento in silico del patron de restriccion del gen pds previamente descrita por
Galarza et al. 2018 se realizé a través del programa NEBcutter 2.0. En este caso se
seleccionaron las enzimas Rsal y Dral que reconocen dianas especificas dentro de la
secuencia de este gen, para predecir los tamafios de los fragmentos de la secuencia
digerida (Figura 7). M Rsal Dral

10000

5000

|

1000

500 —

100

Figura 7: Patrones de restriccion in silico producidos por las enzimas Rsal y Dral.
Gel de agarosa al 1% y marcador de peso (M) 1 kb (INVITROGEN™),



Los fragmentos producidos por la enzima Rsal fueron: uno de 483 pb. seguido por uno
de 312 pb, los mismos que fueron comprobados y claramente visibles en el gel de
agarosa (Figura 8 carril 1). La digestion con la enzima Dral reveld dos fragmentos
visibles, uno de 691 pb. seguido por uno de 413 pb. (Figura 8 carril 2). En ninguno de los
casos fue posible evidenciar los fragmentos de los extremos de la secuencia debido al

bajo peso molecular (inferiores a 200 pb.).

M 1 2 3

1500 pb —p [

Figura 8: Confirmacién de los patrones de restriccion en gel de agarosa al 1%.
Marcador de peso (M) de 1 kb (INVITROGEN™),

Los amplicones fueron digeridos con las enzimas de restriccion Rsal y Dral, confirmando
el tamafio de los fragmentos visibles predichos in silico por el software NEBcutter 2.0.

1: fragmentos producidos por el corte de la enzima Rsal, de 483 pb. y 312 pb.
respectivamente. 2: en el caso de los cortes realizados por la enzima Dral, se observaron
fragmentos de 691 pb. y 413 pb respectivamente. 3: amplicon no digerido, empleado

como control.

En esta electroforesis se comprobaron los tamafios de los fragmentos producidos por las
enzimas Rsal y Dral sobre los amplicones de la PCR del gen Fitoeno desaturasa,
confirmando los patrones de restriccion predichos in silico en el programa bioinformatico

NEBcutter 2.0, como se observa en la figura 7.



Discusion

El programa NEBcutter 2.0, descrito por Vincze et al. 2003, es capaz de revelar las dianas
de restriccion y los tamanos de los fragmentos producidos por las enzimas escogidas para
digerir una secuencia de interés. En nuestro caso las enzimas escogidas fueron EcoRI,
Rsal, Pstl, Xhol, Dral y Rsal, indistintamente del tipo de diana de restriccion y la

metilacion del ADN que pudiera afectar al corte de las enzimas, tal como lo sugiere

Vincze et al. 2003 y Roberts et al. 2010.

En este estudio se confirma la importancia del uso de un programa bioinformético para
la obtencién de mapas de restriccion in silico de una secuencia problema previamente
descrita o identificada con un niimero de acceso en el GenBank, con el fin de anticipar
los resultados previo a su sintesis en el laboratorio y evitar la pérdida de material que con
las técnicas moleculares convencionales o clasicas los procesos resultarian més costosos
(Jiménez y Chaparro-Giraldo, 2016). Los tipos de mapas revelados por el programa
NEBcutter 2.0 presentan los tamafios observables en el gel de agarosa ademés de los
fragmentos denominados terminaciones o extremos que resultan en su gran mayoria de
poco interés dentro de los estudios, ya que son los extremos sobrantes dejados por el corte
de las enzimas, esto ha sido previamente descrito por Cienfuegos et al, 2008, en donde
todos los mapas de restriccion modelados in silico son superpuestos omitiendo dichos
extremos para poder producir un patron facilmente distinguible para cada enzima
utilizada que detalla el tamafio aproximado del fragmento de la secuencia conocida y
previamente descrita en la literatura (Cagney et al, 2003; Olmos et al, 2000). Entonces,
en este trabajo unicamente se consideraron los fragmentos con un tamafio de 1500 pb
aproximadamente, seglin la descripcion de las secuencias del gen pds realizadas por Liu
et al. 2014 y Galarza et al. 2018, en donde identifican a este gen con un tamafio

aproximado de 1500 pb.

Para el trabajo experimental se utilizo el ADN gendémico de la microalga 015, tal como
describe Herrera, 2011 que para el aislamiento, clonacion y estudio in silico es importante
trabajar con un gen especifico, en nuestro caso el gen pds, y posterior la digestion con
enzimas en donde fue posible observar los patrones de restriccion obtenidos con la mezcla
de las enzimas Rsal + EcoRI, Pstl + EcoRI'y Pstl + Xhol, en un volumen final de 50 pL,
que es el volumen final adecuado para la mezcla de reaccion tal como reporta Brown,

2016, en donde también se considera la compatibilidad de las enzimas para digerir ADN



gendmico, dada por los buffers que garantizan la actividad maxima de la enzima (Pingoud
y Jeltsch, 2001). En el presente estudio se emplearon los buffers que garantizan una
actividad enzimatica superior de 50% hasta el 100%, tal como sugiere Gibson et al, 2009
y como resultado, fue posible reproducir y comprobar adecuadamente de forma
experimental los patrones generados in silico para el gen pds, generando fragmentos
claramente distinguibles en el gel de agarosa, similar a lo reportado por Jiménez y

Chaparro-Giraldo, 2016 y por Cienfuegos et al, 2008.

De igual forma, los patrones in silico obtenidos con las enzimas Dral y Rsal en secuencias
del gen pds fueron confirmados experimentalmente en el laboratorio a partir de los
productos amplificados por PCR usando primers especificos previamente descritos por
Galarza et al. 2018, en donde dichas enzimas reconocen varias dianas de restricion que
no flanquean a pds, en su lugar cortan a lo largo de la secuencia evidenciando extremos
de muy bajo peso molecular. Sin embargo, generan un patrdn claramente distinguible en
los amplicones que fueron digeridos con Dral y Rsal. Este patron de digestion
comprobado en el laboratorio asegura que el producto amplificado por PCR se trata

efectivamente del gen pds.

Los programas bioinformdticos de la biologia sintética ayudan a disefiar, probar o
identificar un constructo in silico, permitiendo localizar, insertar o eliminar dianas de
restriccion para predecir los resultados en el laboratorio y luego comprobar su sintesis (Li
et al. 2013; Jiménez y Chaparro-Giraldo, 2016; Liu et al. 2013). Y gracias a las
herramientas que nos ofrece la biologia molecular sintética, fue posible modelar los
mapas de restriccion in silico del gen Fitoeno Desaturasa, demostrando ser de gran valor
no solo como complemento de los experimentos convencionales, si no como herramientas
eficases a la hora de desarrollar estudios de genética molecular en genes de interés

biotecnoldgico y econdmico.

Conclusiones

El ADN gendmico de la microalga 015 tuvo una concentracion Optima para los analisis
moleculares (154,2 ng/uL), indicando que el método salino (NaCl) es un procedimiento
eficaz para la extraccion de ADN gendmico. Ademas, es un método rapido, simple y

reproducible, que no requiere equipos o reactivos caros y peligrosos para el ambiente.



Los amplicones del gen pds digeridos con las enzimas Dral revelaron fragmentos de 483
pb y 312 pby con la enzima Rsal fragmentos de 691 pb y 413 pb, confirmando el modelo

in silico obtenido con el programa bioinformatico.

El programa bioinformatico NEBcutter 2.0 resulta ser una herramienta muy versatil y
didactica para el usuario al momento de emplear secuencias de ADN que requieran la
identificacion de las dianas de restriccion para predecir resultados confiables previo a su

obtencion en el laboratorio.
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ANEXOS

1. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la efectividad de los disefios in silico para estudios moleculares del gen pds en

una microalga Chlorophyta.

Objetivos Especificos

Analisis bioinformatico de las secuencias del gen pds para disefiar el mapa de restriccion

Disefiar in silico el mapa de restriccion del gen pds modelado a través del software Neb

cutter 2.0.

Obtener ADN de alta calidad de una microalga Chlorophyta que asegure las pruebas en

el laboratorio.

Obtener el mapa de restriccion en el laboratorio y corroborarlo con el mapa de restriccion

in silico.

Hipotesis

Ho: Los modelamientos in silico no predicen resultados confiables de los analisis

moleculares en el laboratorio.

H1: Los modelamientos in silico predicen resultados confiables de los andlisis

moleculares en el laboratorio.



2. MAPA DE RESTRICCION OBTENIDA EN EL PROGRAMA BioEdit.
SECUENCIA FITOENO DESATURASA (pds):

2954 base pairs
Translations: none
Restriction Enzyme Map:

1 ATGCGTGTTGTTATTGCTGGTGCAGGTTTAGCTGGTTTATCAGCTGCTAAATATTTAGCAGATGCAGGTCATCATCCTGT 80
1 TACGCACAACAATAACGACCACGTCCAAATCGACCAAATAGTCGACGATTTATAAATCGTCTACGTCCAGTAGTAGGACA 80
BspMI MwoI Bsgl SfaNI FokI BstF5I
HpyF10VI MspAlIl Sspl
BbvI Pvull BspMI
81 TGTTTTAGAAGGTCGTGATGTATTAGGTGGTAAAGTAGCAGCTTGGAAAGATGAAGATGGTGATTGGTATGAAACAGGTT 160
81 ACAAAATCTTCCAGCACTACATAATCCACCATTTCATCGTCGAACCTTTCTACTTCTACCACTAACCATACTTTGTCCAA 160
Hpyl88III Bbvl MboII
TspDTI
HphI
161 TACATATTTTTTTTGGTGCATACCCAAATATTCAAAACTTATTTAAAGAATTAGGTATTCAAGATCGTTTACAATGGAAA 240
161 ATGTATAAAAAAAACCACGTATGGGTTTATAAGTTTTGAATAAATTTCTTAATCCATAAGTTCTAGCAAATGTTACCTTT 240
Hpy8I Sspl Dral Hpyl88III
TspDTI Hpy8I
241 GAACATAGTATGATTTTCGCTATGCCAGATGCTCCTGGTGAATTTAGTCGTTTTGATTTTCCAGAGTTACCAGCACCATG 320
241 CTTGTATCATACTAAAAGCGATACGGTCTACGAGGACCACTTAAATCAGCAAAACTAAAAGGTCTCAATGGTCGTGGTAC 320
SfaNI Apol HphI Hpyl88III BsaJIl
Btgl
NcoI
StyIl
BstXI
321 GAACGGTATTATTGCTATTTTACGTAATAATCAAATGTTAAGTTGGCCTGAGAAAATTCGTTTTCGTATTGGTTTATTAC 400
321 CTTGCCATAATAACGATAAAATGCATTATTAGTTTACAATTCAACCGGACTCTTTTAAGCAAAAGCATAACCAAATAATG 400
BslI BsaAI BseMII Apol
SnaBI BspCNI
401 CAGCTATTATTTTTGGTCAACGTTACTGTGAAGAACAAGATGAATTAACAGTTACTGAATGGACTGCAGTACAAGGTGTA 480
401 GTCGATAATAAAAACCAGTTGCAATGACACTTCTTGTTCTACTTAATTGTCAATGACTTACCTGACGTCTTGTTCCACAT 480
HincII MboII SfaNI PstI Hpy8I
Hpy8I AlwNI Hpy81I
AclI TspDTI FokI
481 CCATGTAGAGTTAATGAAGAAGTTTTTATTGCTATGGCTAAGGCTTTAAATTTTATTAATCCAGATGATTTAAGTATGAC 560
481 GGTACATCTCAATTACTTCTTCAAAAATAACGATACCGATTCCGAAATTTAAAATAATTAGGTCTACTAAATTCATACTG 560
Rsal MboII BpulOI Asel
TspDTI Apol Hpyl88III
561 TGTTGTTTTAACAGCATTAAATAGATTTTTACAAGAACAACATGGTAGTAAAATGGCTTTTTTAGATGGTGCTCCTCCTG 640
561 ACAACAAAATTGTCGTAATTTATCTAAAAATGTTCTTGTTGTACCATCATTTTACCGAAAAAATCTACCACGAGGAGGAC 640

BseRI BsiHKAI



Bspl2861

Hpyl88III
641 AACGTTTATGTCAACCAATGGTAGATTATTTTAAAGCTCGTGGTGGTGATTTAATGTTTAACTCACGTGTTAAACAAATT 720
641 TTGCAAATACAGTTGGTTACCATCTAATAAAATTTCGAGCACCACCACTAAATTACAAATTGAGTGCACAATTTGTTTAA 720
AclI HincII Dral HphI Af1III
MnlI Hpy81I BssSI BsaAl
PmlI
721 GTTCTTAATGATGATAAAAGTGTTAAACATTTAGCTCTTACAAATGGTCAAACAGTTGAAGGTGATTTATATATTTCAGC 800
721 CAAGAATTACTACTATTTTCACAATTTGTAAATCGAGAATGTTTACCAGTTTGTCAACTTCCACTAAATATATAAAGTCG 800
HphI
801 TATGCCTGTTGATATTATGAAAATTTTAATGCCAGATCCATGGGCATCAATGCCTTATTTCAAACAATTARATGGTCTTG 880
801 ATACGGACAACTATAATACTTTTAAAATTACGGTCTAGGTACCCGTAGTTACGGAATAAAGTTTGTTAATTTACCAGAAC 880
Apol AlwI BsaJdI SfaNI Hpyl88III
TspDTI
BstYI
Btgl
NcoI
StyI
BstXI
881 AAGGTGTTCCTGTTATTAATATTCATATTTGGTTTGATCGTAAATTAACTACTGTTGATCATTTATTATTTTCACGTTCA 960
881 TTCCACAAGGACAATAATTATAAGTATAAACCAAACTAGCATTTAATTGATGACAACTAGTAAATAATAAAAGTGCAAGT 960
XmnI TspDTI Sspl BclI HphI Hpy81I
Asel
961 CCACTTCTTTCAGTTTATGCAGATATGTCAACAACATCAAAAGAATATCGTGATGATAAAAAGTCAATGTTAGAATTAGT 1040
961 GGTGAAGAAAGTCAAATACGTCTATACAGTTGTTGTAGTTTTCTTATAGCACTACTATTTTTCAGTTACAATCTTAATCA 1040
HincII Hin4I BpmI Hin4I
Hpy81I Hind4I Eco57MI
Hpyl88III HindI
1041 TTTTGCTCCAGCAAAAGAATGGATTGGTCGTCCAGATGAAGAAATTATTGCTGCTACAATGACAGAATTAGAACGTTTAT 1120
1041 AAAACGAGGTCGTTTTCTTACCTAACCAGCAGGTCTACTTCTTTAATAACGACGATGTTACTGTCTTAATCTTGCAAATA 1120
Hin4I Hpyl88III Hin4I AloI AclI
HindI BbvI HindI
XcmI MboII
TspDTI
1121 TCCCAACAGAAGTTCGTGCAGATCAATCAATGGCAAAAATTCTTAAATACAAAGTAGTAAAAACTCCACTTTCTGTTTAT 1200
1121 AGGGTTGTCTTCAAGCACGTCTAGTTAGTTACCGTTTTTAAGAATTTATGTTTCATCATTTTTGAGGTGAAAGACAAATA 1200
AloI Bsgl PsiI

Apol



1201
1201

1281
1281

1361

1361

1441

1441

1521
1521

1601
1601

1681
1681

AAATCAACAGCTGGTCGTGAAAAATTCCGTCCAACACAACGTTCACCAATTTCAAATTTTTATCTTGCAGGTGATTATAC 1280
TTTAGTTGTCGACCAGCACTTTTTAAGGCAGGTTGTGTTGCAAGTGGTTAAAGTTTAAAAATAGAACGTCCACTAATATG 1280
MspAlI Apol HphI Hpy81I Apol
PvuIl AclI MmeI
Hpyl88III AarI
TspGWI BspMI
AAAACAAAAATACCTTGCATCTATGGAAGGTGCAGTATTTTCAGGTAAACTTGTAACTGAAGCTATTGTTGAAGATTGGT 1360
TTTTGTTTTTATGGAACGTAGATACCTTCCACGTCATAAAAGTCCATTTGAACATTGACTTCGATAACAACTTCTAACCA 1360
HphI SfaNI Hpy81 Eco57I
Bsgl Eco57MI
CTGCTCGTGGTGTTACTTCATCAGCAGCATCACGTCAACCTGCTTTAGCTGCTGCTGGTGTAGTAGGTAGAGTAGGTTCT 1440
GACGAGCACCACAATGAAGTAGTCGTCGTAGTGCAGTTGGACGAAATCGACGACGACCACATCATCCATCTCATCCAAGA 1440
MboII BmgBI BspMI Psrl MboII
BssSI BbvI MwoI
TspDTI BbvI HpyF10VI
SfaNI
HincII
Hpy8I
BbvI
TCTGATTGGGCACGTTGGCTTCAACCTGTAGGTGCTATTGCTGGTGGTTGTAAAGATTATAAAGATCATGATGGTGATTA 1520
AGACTAACCCGTGCAACCGAAGTTGGACATCCACGATAACGACCACCAACATTTCTAATATTTCTAGTACTACCACTAAT 1520
Psrl SfcI PsiI BspHI
Bmel5801I Hpyl88III
Bspl2861 MslI
TAAAGATCATGATATTGATTATAAAGATGATGATGATAAATAATGTTAGCTAGTCCTTTCGCATTAGACAGTAAAGCATC 1600
ATTTCTAGTACTATAACTAATATTTCTACTACTACTATTTATTACAATCGATCAGGAAAGCGTAATCTGTCATTTCGTAG 1600
PsiI BspHI PsiI
HphI
Hpyl88III
ATTAGGTCGTGGTGCTGCTCGTCGTTGTTCTCGTGCACCTCGTGGTTTATTAACAGTAGCAGCAATTGTTACTCCTGCTG 1680
TAATCCAGCACCACGACGAGCAGCAACAAGAGCACGTGGAGCACCAAATAATTGTCATCGTCGTTAACAATGAGGACGAC 1680
BbvI BssSI Bmel5801I MnlI Mfel BbvI SfcIl
SfaNI ApalI DralIIl BpuEI
Hpy81I
BsiHKAI
Bspl2861
BssSI
TAGATTCTCAAGATGTTCCATCTCCAAGTCCATTACCTAAAAAACGTAATCGTATTTTTACAGACAAAGATGGTGTTCGT 1760
ATCTAAGAGTTCTACAAGGTAGAGGTTCAGGTAATGGATTTTTTGCATTAGCATAAAAATGTCTGTTTCTACCACAAGCA 1760

Hin4I HindI



1761
1761

1841
1841

1921
1921

2001
2001

2081
2081

216l
216l

2241
2241

HindI Hind4I
SmlI
Hpyl88III

ATTCAAGCTATGCCAGTAGACTATGGTTTTCGTGCAGGTGCAGGACGTTTATATCAAGATCATTATGGTGAAATTCCAAA 1840
TAAGTTCGATACGGTCATCTGATACCAAAAGCACGTCCACGTCCTGCAAATATAGTTCTAGTAATACCACTTTAAGGTTT 1840
Bsrl Aarl Bsgl Bsgl MslI ApolI HphI
AccI BspMI Hpyl88III
Hpy8I

ATCTGTTTGGGAATTAGCTTCTTTAAATTTTAAACACGAATTAGATCAAATGCGTCATTCATTCCGTCATAACCCATATT 1920
TAGACAAACCCTTAATCGAAGAAATTTAAAATTTGTGCTTAATCTAGTTTACGCAGTAAGTAAGGCAGTATTGGGTATAA 1920
XcmI Dral Dral Hgal TspDTI
Apol TspGWI

ATCGTGAATTATACGCTCGTAACCCTCCAAAAACTTTACTCGAGAAATTAAATTGTCGTGTAGGTCAAGCTATGGCARAT — 2000
TAGCACTTAATATGCGAGCATTGGGAGGTTTTTGAAATGAGCTCTTTAATTTAACAGCACATCCAGTTCGATACCGTTTA 2000
Hpyl188IT1TI MnlT XhoT

GGTTTAGGAAAAGTAGATGAATTATTAGAAAAAATTGGTTTATTACCAGAATTCAAACCTTTACCTAGTTGGAGTCCAGA 2080
CCAAATCCTTTTCATCTACTTAATAATCTTTTTTAACCAAATAATGGTCTTAAGTTTGGAAATGGATCAACCTCAGGTCT 2080
TspDTI EcoRI SfaNI Hpyl88III

TGCATTAGCAGAATTCGATGAAATTAAAGATAAACTTTCAAAATTAACAATTTGTAACGAAGCAGTAGCACGTCGTGAAG 2160
ACGTAATCGTCTTAAGCTACTTTAATTTCTATTTGAAAGTTTTAATTGTTAAACATTGCTTCGTCATCGTGCAGCACTTC 2160

Plel Apol FalIl TspDTI Fall BmgBI
MlyI EcoRI DralIll
BfrBI Hpyl88III
NsiI

CAGCACGTATTGCTGCTGATGGTGATATGGAAGCTACACCAATTGCAGTTAAACTTCCTTTTTTAGCTTTATGTTGGGTT 2240
GTCGTGCATAACGACGACTACCACTATACCTTCGATGTGGTTAACGTCAATTTGAAGGAAAAAATCGAAATACAACCCAA 2240
BsaAI HphI Mfel
BstAPI
MwolI
HpyF10VI
BbvI

TTAGATGTAGTATATGATAAACGTCCAATTCAAAAATTTTGGGTACTTGAAACTGTTGCTCGTATTCCATATTTCGCATA 2320
AATCTACATCATATACTATTTGCAGGTTAAGTTTTTAAAACCCATGAACTTTGACAACGAGCATAAGGTATAAAGCGTAT 2320
Apol



2321
2321

2401
2401

2481
2481

2561
2561

2641
2641

2721
2721

2801
2801

2881
2881

TATCTCAATTCTTCATCTTTACGAATCATTAGGTTTTTGGCGTGCTGGTGCTGAATTACGTAAAATTCATTTTGCTGAAG
ATAGAGTTAAGAAGTAGAAATGCTTAGTAATCCAAAAACCGCACGACCACGACTTAATGCATTTTAAGTAAAACGACTTC

TspDTI Cac8I TspDTI
MboII BsaAl
SnaBI
Apol

AATGGAATGAACTTCATCACTTACAAATTATGGAATCATTAGGTGGTGATCAGGCTTGGTTTGATCGTTTTTTAGCAGAA
TTACCTTACTTGAAGTAGTGAATGTTTAATACCTTAGTAATCCACCACTAGTCCGAACCAAACTAGCAAAAAATCGTCTT
TspDTI Eco57I BclI HphI
MboII Eco57MI
TspDTI

CATGCAGCTGTATTATATTACTGGTTATTAATTGCTTTTTATTTAGTTTCACCAAAAGTTGCTTATAATTTTATGCAACG
GTACGTCGACATAATATAATGACCAATAATTAACGAAAAATAAATCAAAGTGGTTTTCAACGAATATTAAAATACGTTGC
BstAPI BbvI BsrIl HphI PsiI
MwolI MspAlI Asel
HpyF10VI
NspI
Pvull

TGTTGAACATCATGCTGCTGATACATACTGTGAATTTTTAGAATCAAATAGAGAATTATTAGCTTCTATTCCACCACCAG
ACAACTTGTAGTACGACGACTATGTATGACACTTAAAAATCTTAGTTTATCTCTTAATAATCGAAGATAAGGTGGTGGTC
BbvI Apol Bs

TTGTTGCACTTAATTATTATAGAAATCAAGATTTATACTTATTTGATTCTTTTCAAACTTCATCAAAGGCTTCAGGTGTT
AACAACGTGAATTAATAATATCTTTAGTTCTAAATATGAATAAACTAAGAAAAGTTTGAAGTAGTTTCCGAAGTCCACAA
Hpyl88III TspDTI
Eco57I
Eco57MI

CAACGTCGTCCAGATTGTAATACACTTCTTGACGTTTTTATTAATGTACGTGATGACGAACTTGAACATGTAGCAACAAT
GTTGCAGCAGGTCTAACATTATGTGAAGAACTGCAAAAATAATTACATGCACTACTGCTTGAACTTGTACATCGTTGTTA
Hpyl88III Hpyl88III Asel BsaAl Af1III
PciI

NspI

GTTTGCTATGCAAAATGAGGAAATTGCTAAACAACTTGCTATTGGTAGAGGTTCACCAGGTCCAGAAGACCACCTTACAA
CAAACGATACGTTTTACTCCTTTAACGATTTGTTGAACGATAACCATCTCCAAGTGGTCCAGGTCTTCTGGTGGAATGTT
MnlI MnlI Hpy8I Hpyl88III
HphI SexAI BbsI
FalIl

TGGAAGATTATAAAGATCATGATGGTGATTATAAAGATCATGATATTGATTATAAAGATGATGATGATAAATAA 2954
ACCTTCTAATATTTCTAGTACTACCACTAATATTTCTAGTACTATAACTAATATTTCTACTACTACTATTTATT 2954

Fall BspHI PsiI BspHI PsiI
Psil Hpyl88III HphI
MboII Hpyl88III

MslI

2400
2400

2480
2480

2560
2560
Af1III

2640
2640
rl

2720
2720

2800
2800

2880

2880
MboII

BslI



