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Resumen: En este trabajo se ha estudiado la interaccién entre el vector polimérico

cationico PUMan y dos moléculas distintas de acido desoxirribonucleico: ADN de timo
de ternera, ADNct, y el ADN plasmidico Phyco69. Para ello, se ha llevado a cabo un
estudio de caracter multidisciplinar, realizandose ensayos para determinar la toxicidad
del polimero usado como vector, asi como una gran variedad de técnicas de
caracterizacion fisicoquimica (fluorescencia, potencial Z, dispersion de luz dinamica,
dicroismo circular y microscopia de fuerza atémica). En primer lugar se llevaron a cabo
dichos ensayos con el ADNct, que es comercial, para comprobar que el vector polimérico
PUMan interaccionaba con los acidos nucleicos. Posteriormente se estudié la formacion
del poliplejo PUMan/Phyco69 para disefiar y ejecutar un protocolo de transformacion
genética en la microalga unicelular Chlamydomonas reinhardtii usando este complejo.
La importancia de los ensayos realizados en el presente trabajo radica en la posibilidad
de optimizar diversos sistemas quimicos utilizados como vectores en el campo de la
ingenieria genética.

Palabras Clave: Polimero, ADN, poliplejo, transformacién genética, C. reinhardtii.

Abstract: The interactions between the cationic polymer PUMan and two different

DNA molecules: calf thymus DNA, ctDNA, and the plasmidic DNA, Phyco69, have been
studied in this work. In order to do this, a multidisciplinary study has been carried out.
The evaluation of the polymer’s toxicity as well as a complete physicochemical
characterization of the polymer/nucleic acid complexes using fluorescence, Z potential,
dynamic light scattering, circular dichroism and atomic force microscopy were done. The
work began using the commercial ctDNA in order to obtain information about the
interactions between PUMan and nucleic acids. Once the formation of PUMan/ctDNA
complexes was demonstrated, the PUMan/Phyco69 polyplex was studied and,
subsequently, a genetic transformation protocol in the unicellular microalgae
Chlamydomonas reinhardtii by using this polyplex was run.

The importance of the experiments developed in the present study lies in the possibility
of optimizing different chemical systems used as vectors in the field of Genetic
Engineering

Keywords: Polymer, DNA, polyplex, genetic transformation, C.reinhardltii.
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1. Introduccion.

Los genes son los responsables de las propiedades y caracteristicas de los organismos
vivos. Para modificar el genoma de un organismo o modular la expresion de ciertos
genes se emplean técnicas de Ingenieria Genética. Mediante dichas técnicas se persigue
conseguir una serie de beneficios industriales — optimizacién de la obtencion de un
sustrato biotecnoldgico determinado, ya sea en el proceso de purificacion como en el
proceso de produccion — y/o beneficios en el area clinica — mejora de las estrategias

englobadas dentro del marco de la terapia génica (Zaman et al., 2012).

Gracias a las técnicas de manipulacidn genética disponibles, se han conseguido expresar
una gran variedad de sustancias, principalmente de caracter proteico, en diversos
microorganismos, como por ejemplo en diferentes microalgas. Entre dichos productos
se pueden destacar proteinas con propiedades terapéuticas, como subunidades de

vacunas, anticuerpos u hormonas (Scranton et al., 2015).

Una de las aplicaciones en el ambito clinico de la Ingenieria Genética es la terapia génica,
gue se puede definir como el conjunto de técnicas enfocadas a modular la expresion de
determinadas proteinas alteradas, mediante la introduccion en la célula diana de
secuencias de acidos nucleicos (ADN o ARN) unidas a un vector que puede ser de diversa
naturaleza, con el fin de revertir o paliar el trastorno biolégico que dichas proteinas

ocasionan en el individuo (Gwan et al., 2006).

Existen dos componentes esenciales que tienen en comun las terapias génicas
empleadas en la actualidad:
i) El material genético, que sera el factor que ejercera la accidn terapéutica en
las células diana. Debera tener la capacidad de expresarse adecuadamente
en la célula diana para ejercer su funcién (Vacik et al., 1999).
ii) El vector, que sera el componente que actuara como vehiculo del material

genético. Debera formar con el material genético un sistema que sea



eficiente en la transfeccidn, a la vez que biocompatible, evitandose el uso de

compuestos que sean citotdxicos (Schaffer and Lauffenburger, 1998).

1.1. Agentes terapéuticos usados en Ingenieria Genética: acidos

nucleicos.

El ADN es el material genético predominante en los seres vivos. No fue hasta los afios
60 del siglo XX, cuando Watson y Crick estudiaron al detalle la estructura del mismo
(Watson and Crick, 1953). Gracias a sus investigaciones, describieron dos caracteristicas
de la molécula que asentaron las bases de los estudios posteriores realizados:

- La complementariedad de las bases que conforman la secuencia de nucleétidos.

- La naturaleza de la doble hélice del polinucledtido.

El descubrimiento hecho por parte de Watson y Crick permitié demostrar la teoria de
Chargaff que postulaba la existencia de una complementariedad de bases en la
secuencia — adenina (A) complementaria a timina (T) y guanina (G) complementaria a
citosina (C) —(Chargaff et al., 1951) y ademds, permitid explicar, desde la perspectiva de
la Biologia Molecular, el descubrimiento realizado en la década anterior por Avery,
McCarty y Macleod (McCarty et al., 1944) que afirmaban que el ADN era el principio
transformante que permitia la transferencia de informacidon genética entre distintas

estirpes de bacterias.

Las caracteristicas que definen la estructura del ADN implican que la informacidn en la
secuencia de bases de ADN podria poseer, debido a la complementariedad de la
secuencia de bases, la capacidad de replicacion en dos copias idénticas, asentando con
este hallazgo las bases para los estudios de manipulacidon genética realizados en las

décadas posteriores.

En la célula eucariota, el material genético se organiza en el interior del nucleo, en una

estructura denominada cromatina, que consiste en ADN y proteinas, compactandose de



manera que, ademds de permitir su almacenamiento en el mismo, permite su
interaccidon con las maquinarias proteicas que regulan los procesos de replicacién,

reparacion y recombinacién (Nelson and Cox, 2007).

1.1.1. ADN plasmidico (ADNp).

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosémico, con capacidad de
autorreplicacion de manera independiente al ADN cromosdmico. Se encuentran
presentes en bacterias, pero también pueden encontrarse en algunos organismos
eucariotas. Segun el tipo y las caracteristicas del pldsmido, se podra encontrar desde
una copia hasta cientos de ellas en una misma célula (Karp G et al., 2013). Presentan un
tamafio variable, de entre 1-1000 kb (kb: kilopares de bases), asi como diferentes
estructuras dependiendo del grado de compactacion de los mismos. Se podran

encontrar pldsmidos con conformacién lineal, asi como plasmidos circulares (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura del ADN: a) fragmento lineal, con
bucle cerrado y con topologias superenrollada; b) ADN plasmidico superenrollado
(Ferreira G, 2005).

El uso de plasmidos ha sido crucial para potenciar el desarrollo de la biotecnologia. Los
pldsmidos permiten la introduccién de ADN exdgeno en una célula animal o bacteriana,
mejorando u optimizando alguna de sus caracteristicas bioldgicas. Su versatilidad

posibilita su utilizacién con fines muy dispares (Walther and Stein, 2015):



- Produccion de proteinas recombinantes de aplicacidn en investigacion basica y/o
aplicada (hormonas, vacunas, polimeros).

- Obtencién de organismos modificados genéticamente con propiedades de
interés.

- Medicina: terapia génica.

1.2. Vehiculizacion del material genético: vectores.

Los vectores que pueden ser empleados en terapia génica pueden ser de distinta
naturaleza, distinguiendo principalmente entre: (Figura 2.a) (Slivac et al., 2017).
- Vectores viricos.
o Vectores retrovirales.
o Vectores lentivirales.
o Adenovirus.
- Vectores no viricos.
o Lipidos, generalmente catidnicos.
o Polimeros: catidnicos, anidnicos y/o neutros.
o Péptidos, generalmente catidnicos.

o Nanomateriales inorganicos.

Biocompatible
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transfeccion
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Figura 2. a) Distintos vectores que pueden ser utilizados para introducir acidos
nucleicos en el interior celular; b) Propiedades dptimas que deben presentar los
vectores disenados sintéticamente para optimizar los ensayos de terapia génica
(Akthar, 2006)



La eleccion de un tipo de vector u otro se hara en funcién de las caracteristicas de la
célula en la que pretenda utilizarse. Independientemente de la naturaleza del vector, el
complejo formado con el material genético debera tener un disefio que lo proteja de la
degradacion prematura en sangre y que ademas permita su entrada al interior de las

células diana (Figura 2.b) (Han et al., 2006)

1.2.3. Vectores poliméricos.

Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién de subunidades de menor
tamaiio, denominadas mondmeros, mediante enlaces covalentes, tras un proceso de

polimerizacién que puede darse por condensacidn o por adicién.

Los polimeros se pueden encontrar con distinta estructura — lineales o ramificados —y
tamafio. Ademas, pueden presentar entrecruzamientos provocados por enlaces entre

atomos de distintas cadenas (Nicholson, 2006)

Atendiendo a su carga neta se podra establecer la siguiente clasificacion (Meka et al.,
2017):

- Catidnicos: con carga neta positiva, como el quitosano.

- Anidnicos: con carga neta negativa, como el ADN.

- Neutros: como por ejemplo el alcohol polivinilico (PVA).

En funcidn de la carga, los polimeros en disolucidn se dispondran adquiriendo una
conformacidn u otra. En el caso de los polimeros neutros, las moléculas de polimero se
agruparan al azar formando una estructura indefinida. Sin embargo, los polimeros
cargados positiva o negativamente, adoptaran una forma extendida como consecuencia

de las fuerzas de repulsidn que se dan entre las cargas de los mismos (Billmeyer, 2004)

Para conseguir compactar el ADN en estructuras con un didmetro en torno a los 50 - 300
nm, se puede recurrir al uso de polimeros que presenten cationes multivalentes, como
la polietilenimina (PEl), alcoholes, polimeros neutros o polimeros aniénicos que

contengan sales monovalentes (Meka et al., 2017; Billemer, 2004).
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= Polimeros catidnicos y acidos nucleicos.

El interés en utilizar polimeros catidnicos reside en su capacidad de condensar el ADN y
en la eficacia que presentan para transportar el ADN a través de la membrana celular
(Vijayanathan et al., 2002). Las interacciones entre los polimeros catidnicos y los acidos
nucleicos son fundamentalmente de tipo electrostdtico, debido a la atraccion entre los
grupos anidnicos fosfato del esqueleto carbonado del ADN y los grupos cargados
positivamente del polimero en cuestién, como por ejemplo, aminas primarias (Tang and
Szoka, 1997). La capacidad para formar complejos vector polimérico/acido nucleico
vendra determinada por la estructura del polimero, su distribucidn de cargas, la fuerza
idnica del medio y pH. En disolucidon, el polimero catidnico se encuentra en una
conformacion extendida, pero al interaccionar con el ADN se produce la compactacién
del mismo, formandose un complejo polimero/ADN, de morfologia globular,

denominado poliplejo. (Figura 3) (Pack et al., 2005).

Figura 3. Representacion esquematica de la
formacidon de complejos vector polimérico
catidnico/acido nucleico.

1.3. Empleo de los complejos vector polimérico - acido nucleico en

las células diana.

1.3.1. Transformacidn genética.

La transformacidn genética consiste en la alteracion genética de una célula mediante la

introduccidn de material genético exdgeno. Es por tanto, el proceso mediante el cual se
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consigue modular la expresion de determinados genes con el fin de obtener u optimizar

la obtenciéon de un sustrato.

e Transformacidn genética de microalgas: Chlamydomonas reinhardtii.

Las microalgas constituyen un grupo diverso de organismos procariotas y eucariotas,
encontrdndose entre ellas especies con capacidad de generar productos de interés
biotecnolégico (Apt and Behrens, 1999; Becker, 2004; Yan et al., 2016) como por
ejemplo anticuerpos, inmunotoxinas, agentes antimicrobianos (Yan et al., 2016) o

biocombustibles entre otros (Ng et al., 2017).

Las microalgas son diana de ingenieria genética para optimizar su productividad en la
obtencién de algun sustrato de interés, asi como con el fin de mejorar sus limites de
tolerancia medioambiental o incrementar la resistencia a pesticidas y/o a patdgenos

(Khatoon and Pal, 2015).

Chlamydomonas reinhardtii es una especie de microalga fotosintética, unicelular y
biflagelada, con un tamafio aproximado de 10 micrémetros que ha sido estudiada

durante mas de 30 aflos como modelo en investigaciones en el ambito de la biologia

molecular (Figura 4) (Scaife et al., 2015).
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Figura 4. Incremento del uso de C.reinhardtii como sistema modelo en biologia
molecular (Scaife et al., 2015)



Hay un interés creciente en el uso de Chlamydomonas reinhardtii con propdsitos
biotecnoldgicos debido entre otros factores, a la alta rentabilidad econémica de la
expresion en dicho organismo de proteinas recombinantes. La caracterizacion completa
de los genomas mitocondriales, cloroplasticos y nucleares de este organismo lo
convierte en una plataforma ideal para realizar estudios de transformacién genética

(Pratheesh et al., 2014).

Chlamydomonas reinhardtii se caracteriza entre otras cosas por la facilidad para su
manipulacion en cultivos in vitro, ya que presentan una alta tasa de divisidon y una gran
adaptabilidad a diversas condiciones ambientales (Merchant et al., 2010) Por las
diversas aplicaciones expuestas, se han disefiado en los Ultimos afos diversos
protocolos y metodologias de modificacién genética en dicho organismo para mejorar
el proceso de transformacion genética y conseguir una expresién éptima de los genes

de interés.

1.3.2. Transfeccion celular.

La transfeccion celular es el procedimiento que permite la introduccion en una célula
animal de material genético exdgeno (ya sea ADN o ARN) con el fin de modificarla
genéticamente. La transfeccidn celular es una util herramienta analitica para dilucidar
el funcionamiento y regulacién de genes de interés, asi como para estudiar funciones

proteicas (Kim and Eberwine, 2010).

Se distinguira entre una transfeccion estable (Figura 5.A) y una transfeccién transitoria
(Figura 5.B):

- Transfeccion estable: EI material genético introducido generalmente contiene
una secuencia marcador que servird como método de seleccion. El material
genético se integrara en el genoma de la célula diana y éste pasara a la célula
hija cuando se produzca la replicacidon (Glover et al., 2005).

- Transfeccion transitoria: Los genes de interés se expresaran en este caso solo
durante un periodo limitado de tiempo y estos no se integraran en el genoma de

la célula huésped (Recillas-Targa, 2006)
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Se distinguen ademas una gran variedad de técnicas para llevar a cabo el proceso de
transfeccion, realizando una eleccion del método en funcién del sistema y el tipo celular
gue se esté estudiando con el fin de optimizar la eficiencia de este proceso (Kim and
Eberwine, 2010):
- Métodos bioldgicos: como por ejemplo, transfeccion mediada por virus (Pfeifer
and Verma, 2001)
- Meétodos fisicos: entre ellos, la microinyeccion directa, la biobalistica, o la
electroporaciéon (Mehier-Humbert and Guy, 2005).
- Métodos quimicos: son los mas extendidos para introducir genes en células de
mamiferos. Generalmente, se basan en el uso de polimeros catiénicos, lipidos
catidnicos o aminoacidos catidnicos para llevar a cabo el proceso de Transfeccion

(Tymms et al, 2003; Holmen et al., 2014).

1.4. Relevancia del estudio.

Por todo lo expuesto anteriormente, queda patente la importancia de encontrar
vectores con capacidad de formar sistemas estables con los acidos nucleicos, para
posteriormente ser aplicados en distintos ambitos de la biotecnologia, ya sea con un fin

terapéutico o con un fin industrial.

En el presente trabajo se ha estudiado la interacciéon del polimero catidnico
PU[(MCis)DTDI] (PUMan) con el ADN de timo de ternera (ADNct) y con el plasmido de
ADN circular Phyco69, asi como su aplicacién a la transformacidon genética de la

microalga C. reinhardtii.



2. Objetivos.

El propdsito del proyecto consiste en evaluar si el polimero cationico PUMan, podria
usarse como vector en la formacidn de poliplejos, con el fin de aplicarlo finalmente a

ensayos de ingenieria genética.

Se plantean por tanto los siguientes objetivos:

a) Realizar la caracterizacion fisicoquimica de la interaccidon entre el ADNct y el
polimero PUMan. Se inicia el estudio con este sistema porque el ADNct es
comercial y mucho mas econdmico que los plasmidos, pero estas investigaciones
permitirdn comprobar si hay interaccidn entre el polimero y los acidos nucleicos.
Una vez comprobado que dicha interaccién se produce, se pasa a investigar la
interaccion del polimero con un plasmido cuya expresidn en el nucleo celular

pueda medirse experimentalmente.

b) Realizar la caracterizacién fisicoquimica de la interaccion entre el ADN

plasmidico Phyco69 con el polimero PUMan.

c) Disefiar y ejecutar un protocolo de ingenieria genética con los complejos,

lipoplejos, PUMan/ Phyco69:.

- Protocolo de transformacion genética de la microalga C. reinhardtii
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3.

3.1.

Materiales y métodos.

Disolventes y tampones empleados.

Agua desionizada: Se empled para preparar el tampon HEPES. Se obtuvo gracias
al sistema Millipore Milli-Q. Presenté una conductividad inferior a 10 S-m™.
HEPES 10 mM, pH 7,4: Disolucién tampdn compuesta por acido 4-(2-hidroxietil)
piperazin-1-etanolsulfénico. Se adquirié en la casa comercial Sigma-Aldrich.
Disolucion  Tris-HCI (1 M): Disolucion tampén compuesta por
tris(hidroximetil)Jaminometano.
Disoluciéon TAE 50X: Disolucién usada para la preparacion del gel de agarosa.
242g de Tris, 57,1 mL de Acido acético; 100 mL de solucién EDTA 0,5 M pH 8,0;
900 mL de H20; pH 8,5.
Medio TAP: Se utilizé para cultivar la microalga C. reinhardtii y para realizar los
ensayos de fitotoxicidad. Se prepara a partir de las siguientes disoluciones (Stern
et al., 2008)
o Disolucién Tris (1M): 121 g-L2.
o Disolucion A (por litro): 5 g de CaCl,-2H,0, 10 g de MgS04-7H,0 y 40 g de
NH4CI.
o Disolucion B (por litro): 115 g de K,PO4sy 6 g de KH,POa.
o Disolucion de Hutner (Hunter, 1950).
o Para preparar el medio TAP se dispone de las siguientes cantidades por
litro:
= 10 mL de la disolucion A.
= 1 mLde ladisolucion B.
= 20 mL de la disolucién de Tris 1M.
= 1 mLde ladisolucion de Hutner.
= 0.95 mL de acido acético glacial.

= Agar al 1.5% (para cultivos sélidos).
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3.2. Preparacion de los poliplejos.

En este estudio los poliplejos se prepararon mezclando los polimeros con los acidos
nucleicos, manteniendo invariante en cada ensayo la concentracién de acido nucleico y
afiadiendo cantidades crecientes de polimero con el objetivo de obtener un buen
intervalo de valores de ratio N/P (Ecuacidén 1). El ratio N/P hace referencia a la relacion
entre el nUmero de grupos amina del polimero (N; grupos catidnicos) respecto a los

fosfatos del dcido nucleico (P, grupos anidnicos) (Cheraghi et al., 2017):

Polimero (pg) - n? cargas (+) en la subunidad repetida
N Subunidad repetida del polimero (Pm) 1
P ADN (ug) - n® cargas (—) 1)
Pm ADN

El Peso molecular del ADN es de 618 g/mol por par de bases.

El ADN se considera que tiene carga -2 por cada 618 g (Mufioz-Ubeda et al., 2011).

3.3. Acidos nucleicos utilizados.
3.3.1. ADN de timo de ternera (Calf thymus DNA, ADNct).

Para llevar a cabo los ensayos previos de caracterizacién fisicoquimica de los complejos
ADN-polimero catidénico se usé ADN de timo de ternera (ADNct), comprado en la casa
comercial Sigma-Aldrich.

En todos los ensayos se afiadid una cantidad de ADN final tal que la concentracidn fuese

1.854-102g L' (3-10°5 M).

3.3.2. ADN plasmidico.

Una vez concluidos los ensayos con ADNct, se paso a la realizacidon de los estudios
utilizando el pldasmido Phyco69, de 4846 pb (Anexo |) que presenta como marcadores
selectivos para su seguimiento los genes de resistencia a los antibiéticos ampicilina y

paranomicina.
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e Phyco69.

Este plasmido fue el empleado para llevar a cabo la transformacién genética de la
microalga Chlamydomonas reinhardtii. En cada uno de los experimentos de
caracterizacién fisicoquimica, la concentracion final de Phyco69 fue de 1.854-102 g-L!
(3-10°M). En los ensayos de transformacion genética, se utilizé una concentracion final

de 1.4-103g-L't (2.265-10° M) del pldsmido Phyco69.

3.4. Polimero cationico.

Para formar los distintos poliplejos se utilizd como vector un polimero catidnico

derivado del azucar manitol (Apartado 3.4.1)

- PU[(MCis)DTDI]: PUMan.

HCIHZN\/\S/\/\ K\/S\/\NHz HCl

ety

HCIH,N \/\s/\/‘ ‘\As/\/ NH,HCI

Figura 6. Poliuretano derivado de Manitol (PUMan).

El polimero catidnico fue sintetizado en el laboratorio de la Profesora M2 de Gracia
Garcia Martin, por la Dr. Lucia Romero Azogil y la Dr. Elena Maria Benito Hernandez
(Romero-Azogil, 2018), pertenecientes al departamento de Quimica Organica vy

Farmaceutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla.

3.4.1. PUMan.

Tiene un peso molecular de M, = 3500 g-mol?, estimado mediante *H-RMN. Presenta

una carga neta por cada subunidad monomérica de Q=+4 a pH fisioldgico.
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3.5. Medidas de Fluorescencia en estado estacionario.

La fluorescencia es el proceso mediante el cual una molécula, tras ser excitada con
radiacion electromagnética, libera parte del exceso de la energia absorbida en forma de

fotones para poder relajarse a su estado fundamental (Skoog et al., 2004).

Para estudiar la capacidad de compactacién del ADN con el polimero catidonico PUMan
se utilizd un compuesto con propiedades fluorescentes: el reactivo Bromuro de 3,8-
diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio, también denominado Bromuro de Etidio (EB)
(Mishra et al., 2016). Este reactivo se adquirié en Sigma-Aldrich (Riqueza > 95%). La
interaccidon entre los acidos nucleicos y el Bromuro de Etidio se produce mediante
intercalacién. Por este motivo, al EB se le atribuye la propiedad de agente intercalante
(Lepecq et al., 1967; Zhang et al., 2012). El EB emite fluorescencia cuando es irradiado a
una longitud de onda de 480nm, siendo a 589nm la longitud de onda a la cual la emision

de energia alcanza su valor maximo (Ozluer et al., 2014; Zhu et al., 2014).

La capacidad del EB de emitir fluorescencia es mayor cuando se encuentra intercalado
entre los pares de bases del ADN que cuando se encuentra en disolucidn acuosa. Por
este motivo, se puede utilizar el EB para obtener informacion sobre las interacciones
entre el ADN y otras moléculas mediante ensayos competitivos. Si al afiadir una especie
a la disolucién ADN+EB se produce una disminucion de la emision de fluorescencia del
EB, ello nos indica que esta siendo desplazado hacia la disolucién al interaccionar el

acido nucleico con la especie afiadida (Zhu et al., 2014).

Para realizar las medidas se utilizé un espectrofluorimetro Hitachi F-2500, con una
cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Las medidas se realizaron a una temperatura
constante de 303.0 £ 0.1K ya que se conectd la celda de medida a un criostato Lauda
mediante un flujo de agua. Cada valor representa la media de 3 mediciones. Todas las
disoluciones se prepararon utilizando HEPES 10 mM, manteniendo unas

concentraciones finales fijas de EB de 2.43-10°® M y de acidos nucleicos (tanto de ADNct
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como de ADNp) de 3-10° M. Las concentraciones de los distintos polimeros catiénicos
se fueron variando para abarcar un intervalo amplio de ratios N/P.

Las condiciones experimentales para las experiencias fluorimétricas fueron: Aexcitacion:
480nm; Aemisisn: 590nm; Rendijas de excitacidon y emisidn: 5nm; Voltaje de la lampara:

400V.

3.6. Medidas de potencial zeta.

El potencial zeta es la diferencia de potencial eléctrico a través de la capa idnica
alrededor de un ion coloidal o macromolécula cargada en disolucion. Representa la
intensidad del campo eléctrico estdtico existente entre la doble capa formada por el
limite de la particula medida y el medio que la rodea. Las medidas de potencial Z se
realizaron con un Zetasizer Nano ZS Malvern Instrument, que emplea un velocimetro
Doppler laser (LVD) para medir la movilidad electroforética de la muestra a partir de la
velocidad de las particulas. Se utilizd una celda capilar de policarbonato DTS1070. La
temperatura se mantuvo constante mediante un sistema Peltier. Este equipo se
encuentra en los Servicios Generales de Caracterizacién Funcional, ubicado en el Centro
de Investigacién, Tecnologia e Innovacién de la Universidad de Sevilla (CITIUS). (Figura

7) (Zetasizer Nano SeriesManual, 2004).

Potencial Z
b8 o
T (
b
L

Punto
isoeléctrico

Figura 7. a) Representacion grafica de la variacidn del valor de Potencial Z en funcién
del pH; b) Representaciéon esquematica de una celda de medida de Potencial Z.
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Para obtener los valores de potencial Zeta, se llevo a cabo la preparacion de las distintas
formulaciones de poliplejos, en HEPES 10mM, a pH 7,4. Se mantuvo constante la
concentracién de acidos nucleicos, siendo ésta 1.854-:102g-L'* (3-:10° M), mientras que
la concentracién de cada uno de los polimeros cationicos fue variando para estudiar el
intervalo de N/P desde 0 hasta 110. Los valores fueron la media de 6 medidas. Todas los

experimentos se realizaron a una temperatura constante de 303.0 £ 0.1 K.

3.7. Medidas de dicroismo circular (CD).

El dicroismo circular es una técnica espectroscdpica caracteristica de moléculas quirales
(no superponibles con su imagen especular). Al incidir un haz de luz electromagnética
circularmente polarizada sobre dichas moléculas se produce una absorcion diferencial a
derecha e izquierda. Esta diferencia es el parametro medible que permite el estudio de
moléculas bioldgicas como los acidos nucleicos y que por tanto, permite deducir
cualquier cambio conformacional que haya podido producirse (Ranjbar et al., 2009).
Entre sus aplicaciones se encuentra el estudio de interacciones ADN/ligando (Garbett et

al., 2007).

En los ensayos de Dicroismo se mantuvo una concentracion de ADN la relacion e igual a
1.854-102g-mol™* (3-10°> M). La concentracion de polimero se varid para poder estudiar
un intervalo amplio de valores de la relacién N/P. Las muestras se prepararon en un
volumen final de 1 mL, usando como disolvente HEPES 10 mM, pH 7,4. Se utilizé una

cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

Para llevar a cabo las medidas se empled un espectropolarimetro Biologic Mos-450,

acoplado a criostato Lauda, ajustado a una temperatura invariante de 303.0 = 0.1K.

Los espectros de Dicroismo Circular se realizaron en el intervalo de 220 a 320nm. En este
intervalo se encuentran las dos bandas caracteristicas de los acidos nucleicos en su

conformacion B: una negativa, en torno a 247 nm, correspondiente a la supraestructura
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helicoidal de la molécula y una positiva, en torno a 278 nm, correspondiente a las
interacciones entre las bases debida al apilamiento (Bishop and Chaires, 2003). Los

espectros se realizaron 5 veces y se tomé la media de ellos.

3.8. Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM).

El microscopio de Fuerza Atédmica (AFM) es un instrumento mecano-6ptico con una alta
sensibilidad, permitiendo obtener imagenes de estructuras con un tamafo del orden
de 1 nandmetro (Nanowizard Handbook, 2012). Al analizar una muestra se va
registrando la altura sobre la superficie de una sonda acoplada a un listén microscépico
pudiendo obtenerse de esta forma un mapa topografico. Esta técnica permite obtener

informacidn relativa a la conformacion de los acidos nucleicos.

Las muestras se prepararon utilizando una concentracién constante de acidos nucleicos
igual a 7.5-107’M y cantidades variables de PUMan. Las medidas se han realizado en los
Servicios Generales de Investigacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS) utilizando el
modelo Pico Plus 2500 AFM, del fabricante Molecular Imaging. Los soportes o cantiléver
usados fueron de silicio (modelo Pontprobe, Nanoworld) modificados, con una
frecuencia de resonancia de 240 KHz y una constante de fuerza nominal de 42 N/m. Las
imagenes se tomaron en aire (modo tapping). La fuerza entre la superficie de la muestra
y la punta ocasiona la flexion del cantiléver, siendo medido por un detector que

proporciona un mapa topografico de 256 x 256 pixeles.

La preparacion de las muestras se describe a continuacion (Figura 8):

Modificacidn de la superficie de mica mediante la adicién de APTES 0.1% (v/v).

Después de 20 minutos, se lava con agua destilada y se deja secar al aire.

Se afaden 30 pL de muestra sobre la superficie de mica modificada.

Se dejan reposar 30 minutos.

Se lava con agua pura y se deja secar al aire libre.
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20 mlnutos 30 mmutos
APTES Secado Lavado con Muestra Secado Lavado con Secado Medlda
0,1% (v/v) agua agua

Figura 8. Proceso detallado de la preparacion de muestras para la visualizacién mediante
AFM.

3.9. Electroforesis en gel de agarosa.

Para confirmar la formacién de poliplejos en la disolucidn se realizd una electroforesis
en gel de agarosa de los complejos PUMan/Phyco69 abarcando un intervalo de valores
N/P de 0 a 21,4, pudiendo asi observar cdmo varia la movilidad electroforética del ADN

plasmidico en dicho intervalo.

Los geles de agarosa se prepararon al 1% en tampon TAE. Se prepara una disoluciéon de
tampon TAE 1x a partir de una disolucién stock TAE 50X. Para conseguir disolver la
agarosa se calienta hasta llevarla a ebullicion.

Al enfriarse la agarosa, se le aflade Bromuro de Etidio al 0,1% que se intercalara en el

ADN y permitira su visualizacién al emitir fluorescencia cuando es irradiado con luz

ultravioleta.

3.10. Estudio de fitotoxicidad in vivo.

Antes de proceder a modificar genéticamente la microalga, se debera analizar la posible

toxicidad que presenta el polimero cationico elegido para realizar el ensayo de
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transformacion genética en Chlamydomonas reinhardtii (Apartado 3.11). Se ha optado
por utilizar el polimero PUMan para realizar dicho ensayo.
Se procede de la siguiente forma:
- En primer lugar, se prepara un cultivo en medio TAP partiendo de un cultivo
solido. Para ello, el cultivo sélido se concentra 100 veces, se centrifuga durante
5 minutos a maxima velocidad y finalmente se resuspende en 1 mL de medio
TAP.
- A continuacidn, para la preparacion de la placa, se afiade agar al 0.5% p/v a 100
mL de medio TAP.
- Se afaden concentraciones crecientes de disoluciones de PUMan, partiendo de
una disolucién madre de concentracién 2.05 mg-mL™.
- Se espera a que la placa gelidifique y finalmente, se procede a tomar 1 uL de la

disolucion de la microalga para realizar la siembra.

Para llevar a cabo este protocolo se ha trabajado en condiciones de esterilidad, bajo

campana de flujo laminar, utilizando todo el material de trabajo estéril.

3.11. Transformacion genética de Chlamydomonas reinhardtii.

La transformacién genética de la microalga se lleva a cabo en presencia del polimero
cationico PUMan. Ademas, el ensayo se ha realizado utilizando el plasmido Phyco69 sin
digerir, asi como digerido con la enzima de restriccion EcoRl (adquirida en la casa
comercial Thermofisher Scientific). Las concentraciones de PUMan usadas se eligen en
funcién de los resultados previamente obtenidos en los estudios de caracterizacién
fisicoquimica, asi como respetando el valor margen de fitotoxicidad que resulto del
ensayo descrito en el Apartado 3.9. A partir de dichos resultados, se optd por realizar la

experiencia manteniendo un ratio N/P de 21.

Se han llevado a cabo 6 reacciones de transformacidn genética. En todas ellas, se ha
partido de un cultivo con una densidad dptica inicial de 1.259:
1. 600 pL de cultivo + 1 ng de ADNp + 100 pL de PEG
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600 pL de cultivo + 1 ug de ADNp + PUMan

600 pL de cultivo + 1 ug de ADNp + PUMan + 100 uL de PEG
600 pL de cultivo + 1 ug de ADNp

600 pL de cultivo + 1 ug de ADNp

o vk~ W N

600 L de cultivo + 100 plL de PEG

El protocolo de transformacidn se describe en el Apartado 3.11.1.

3.11.1. Agitacion mediante perlas de vidrio.

Se ha procedido de la siguiente forma:

Se concentra 100 veces un cultivo de 600 mL de C. reinhardtii, centrifugando 5
minutos a maxima velocidad y resuspendiendo el sobrenadante en medio TAP.
Se preparan los tubos de reaccion como se ha descrito en el Apartado 3.10. A
cada tubo de reaccidn se afiade en torno a 1 gramo de perlas de vidrio (0.40-0.60
mm de didmetro).

Se agita cada tubo de reaccién en el vortex, se anade medio TAP estéril y se
vuelve a centrifugar 2 minutos a 3000 r.p.m.

Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en medio TAP estéril, se
pasan a tubos estériles y se afiade medio TAP estéril hasta llegar a un volumen
final de 50 mL.

Se mantienen los tubos de cultivo en una camara con luz (100 pEm2s?) durante
24h.

Transcurrido ese tiempo, se centrifugan los tubos a 13.000 r.p.m durante 2-3
minutos y se resuspende el precipitado en 1 mL de medio TAP estéril.

A continuacion se vierte en placas de medio TAP con paranomicina (30 ug-mL™?)
al 1% de agar.

Las placas se mantienen en la cdmara de cultivo a 25 2Cy con luz (100 uEm2s?).

A los 5-6 dias se podra comenzar a observar los primeros transformantes.

Este protocolo de transformacion se ha llevado a cabo en condiciones de esterilidad,

bajo campana de flujo laminar, utilizando todo el material de trabajo estéril.
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4. Resultados y discusion.

En este trabajo se ha estudiado la caracterizacion fisicoquimica de los complejos
PUMan/ADNct y PUMan/Phyco69, asi como su posterior aplicacion en la modificacién

genética de la microalga Chlamydomonas reinhardltii.

4.1. Estudios de fitoxicidad de los vectores poliméricos:

Antes de proceder a realizar los estudios de caracterizacién fisicoquimica del poliplejo
formado por los acidos nucleicos y el vector polimérico PUMan, se llevé a cabo una serie
de ensayos para determinar la fitotoxicidad del mismo vy, en el caso de no ser fitotdxico,
determinar en qué rangos de concentracién se podria emplear sin comprometer la
viabilidad de la microalga Chlamydomonas reinhardtii. Para ello, se llevd a cabo el

siguiente experimento:

= Fitotoxicidad de PUMan.

Figura 9. Ensayo de fitotoxicidad de Chlamydomonas reinhardtii en presencia del
polimero catidonico PUMan tras un tiempo de exposiciéon de 1 semana.
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Se realizé un seguimiento de la viabilidad celular a las 24h, 48h y 72h, en presencia de

diversas cantidades del polimero catidonico PUMan, que se usara como vector cationico.

Como se observa en la Figura 9, el polimero catidnico PUMan es fitotdxico a altas
concentraciones pero presenta inocuidad a menores valores, sin llegar a comprometer
la supervivencia del microorganismo. Asi pues, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, se trabajara en un rango de concentraciones de PUMan no nocivo para el

microorganismo para asi optimizar asi el proceso de transformacién de C.reinhardtii.

4.2. Caracterizacion fisicoquimica de la interacciéon entre PUMany

el ADNCct.

La interacciéon entre el ADN y los polimeros catidnicos se produce mediante el
enrollamiento de estos ultimos sobre la superficie de la doble hélice, tras la
neutralizacion de las cargas por la interaccién de los grupos fosfato del polinucleétido
con la cargas positivas del polimero catidnico (Dinger et al., 2005). Este enrollamiento
produce la formaciéon de complejos que condensan a la molécula de ADN en forma

toroidal [20]. Los complejos formados reciben el nombre de poliplejos.

El estudio fisicoquimico de las interacciones ADN/PUMAN se comenzé usando como
acido nucleico el ADNct. ara ello se realizé6 una serie de ensayos, afiadiendo
concentraciones crecientes de PUMan y manteniendo constante la concentracion de
ADNct. En primer lugar, como se expone a continuacion, se llevé a cabo el seguimiento
de la intensidad de emisidn de fluorescencia de la sonda EB. Esta sonda fluorescente
consigue intercalarse entre los pares de bases del polinucleétido mediante interaccién

no covalente, dada la estructura aromatica y plana que posee.

Cuando el EB se encuentra entre las bases del ADN, estara inmerso en un ambiente

hidrofébico y presenta una intensidad de fluorescencia mayor que cuando se encuentra
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en el seno de la disolucidén. La interaccion con el ADN atenuta los modos de desactivacion

no radiativa (Cosa et al., 2004).

1,2

PUMan/ADNct

/1o EB

0,2 1

0,0 T T T T T

Figura 10. Variacidn de I/lpa una Asse de la sonda fluorescente EB, respecto a la relacion
N/P (PUMan/ADNct), en tampdén HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]-3-10° M;
[EB]s=2.43-10"° M; T=298K.

Como se observa en la Figura 10, a medida que se produce un aumento en la relacién
N/P (se incrementa el contenido del polimero catidnico en la disolucidn), la intensidad
de emision de fluorescencia experimenta un decaimiento, aproximandose
progresivamente al valor de la intensidad de fluorescencia que presenta el EB en

disolucién acuosa (en ausencia de ADNct; linea continua en color rojo).

Los datos obtenidos en este experimento indican que, en ausencia de polimero, el EB se
encuentra interaccionando con el ADNct ya que al encontrarse inmerso en un medio
apolar presenta una mayor capacidad de emitir fluorescencia tras ser irradiado a una

longitud de onda de 480 nm.

A medida que se va ainadiendo mayor cantidad de polimero catiénico PUMan (aumento

del rango de N/P), el polimero interacciona mediante fuerzas electrostaticas con el
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ADNct y esto provoca un desplazamiento progresivo del EB desde el ADNct a la
disolucion. Esto explicaria la disminucidn de la intensidad de fluorescencia observada en

la Figura 10.

Sin embargo, parece ser que no todo el EB es desplazado del material genético al seno
de la disolucién, ya que a pesar de que parece producirse la interaccidon entre
PUMan/ADNct, el valor de I/lo obtenido a relaciones N/P altas no llega a equipararse al
valor de la intensidad de emisiéon que presenta la sonda fluorescente en disolucién

acuosa.

A continuacion se procedio a investigar en mayor profundidad la naturaleza del poliplejo
formado. Para ello, se realizé un estudio de la variacion del potencial Z y del tamafio del

poliplejo formado con la relacion N/P. Los resultados obtenidos se presentan en la

Figura 11.
30
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Figura 11. Potencial Zeta y tamafio de particula del complejo PUMan/ADNct a diferentes
relaciones N/P (PUMan/ADNct), en tampdn HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]-3-10° M;
T=298K.

El punto de electroneutralidad a partir del cual el poliplejo presenta una carga neta

positiva, se alcanza a unos valores de N/P de en torno a 6.
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En cuanto al tamafio del complejo PUMan/ADNct formado, el incremento de la
concentracion de PUMan origina un aumento del tamafio del poliplejo como
consecuencia de la disminuciéon de las repulsiones electrostaticas, lo que permite que

dichos complejos formen agregados dispersos.

PUMan/ADNct

5

4

3

2 ——N/PO
oo 1 N/P 1,2
é 0 \\ N/P 2,1
S 1225 A 250 775 300 N/P 2.9

2 ~ N/P 11,6

-3 N/P 21,4

-4

-5

A/nm

Figura 12. Espectro de dicroismo circular del ADNct a distintos rangos de N/P
(PUMan/ADNct), en disolucidon acuosa de HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]-3-10° M;
T=298K.

Para complementar los datos anteriores, se obtuvo el espectro de dicroismo circular del
ADNCct y se compard con los espectros del poliplejo PUMan/ADNct a distintos, valores
de N/P. Los espectros aparecen en la Figura 12. En el caso de ADNct puro (N/P:0), se
pueden observar las dos bandas caracteristicas del ADN de doble hebra en su forma B
(negativa, a una longitud de onda de 247 nm y positiva, a una longitud de onda de 278
nm). A medida que aumenta la relacion N/P, la intensidad de la banda positiva
(correspondiente a las interacciones debidas al apilamiento de bases) disminuye, y a
valores elevados de N/P practicamente desaparece. Esto nos indica que se esta
produciendo una interaccion entre el polimero PUMan y el ADNct que esta originando

un cambio conformacional en el mismo.
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4.3. Caracterizacion fisicoquimica de la interaccion entre el vector
polimérico PUMan y el plasmido Phyco69.

Una vez finalizados los ensayos entre el vector catidénico PUMan y el ADNct, se pasd a

realizar el estudio del poliplejo formado por PUMan y el plasmido Phyco69.

1,1

° PUMan/Phyco69

/lo EB

0 20 40 60 80 100

N/P

Figura 13. Variacién de I/lpa una Asse de la sonda fluorescente EB, respecto a la relacion
N/P (PUMan/Phyco69), en tampén HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]-3-10° M;
[EB]=2.43:10"M; T=298K.

Para ello se comenzé estudiando los cambios en la intensidad de emision de
fluorescencia del EB en una disolucidn en presencia de plasmido, cuando se afiadia el
polimero, para distintos valores de N/P. Al igual que en el caso de PUMan/ADNCct (Figura
13), se produce un decaimiento de la emision de fluorescencia con el aumento de N/P.
Sin embargo, en este caso el valor el valor de la intensidad de emision de fluorescencia
llega a alcanzar el valor que presenta cuando el EB se encuentra en la disolucion. Es
decir, a altos valores de N/P todo el EB presente ha sido totalmente desplazado desde

su lugar de intercalacién entre los pares de bases del nucledtido hacia la disolucién. Esto
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podria deberse a que la interaccién del polimero catiénico PUMan con el ADN
plasmidico produce cambios conformacionales de la estructura del ADN-B mayores a los

producidos en el ADNct.

Para seguir avanzando en el estudio de la interaccidén entre el PUMan y el Phyco69, se
realizaron medidas de potencial Zeta y de tamafio de particula de PUMan/Phyco69, a

diferentes valores de N/P.

20 800
® Potencial Z PUMan/Phyco69
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Figura 14. Potencial Z y tamafio de particula del complejo PUMan/Phyco69 a diferentes
relaciones N/P (PUMan/Phyco69), en tampdn HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]=3-10° M;
T=298K.

Como se puede ver en la Figura 14, se observa que el potencial Zeta sigue una tendencia
sigmoidal, produciéndose la electroneutralidad para un valor de N/P de en tornoa 15y
dandose la inversion total de carga para valores altos de N/P. Es un comportamiento

semejante al encontrado para los poliplejos PUMan/ADNct.

En cuanto al tamafo, para un valor de N/P=0 (Phyco69 en ausencia de PUMan) se

observa un tamafo pequefio, lo que concuerda con la naturaleza del material genético
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estudiado en este ensayo, ya que el pldsmido Phyco69 presenta un tamano mucho
menor que el ADNct. Conforme la relacién N/P se va a aproximando al punto en el que
el potencial Z es cero, el tamafio va aumentando. Un aumento posterior de N/P resulta
en una disminucién del tamano del poliplejo. Estas ultimas observaciones pueden
explicarse si se tiene en cuenta que cuando los poliplejos tienen carga cero se pueden
producir procesos de agregacion entre los mismos. Una vez la carga pasa a ser positiva

y aumenta, las repulsiones electrostaticas evitan la formacion de estos agregados.
Otra técnica que proporciona informacion acerca de las interacciones entre
polinucleétidos y diferentes especies es la electroforesis. La Figura 15 muestra los

resultados obtenidos cuando se realizaron experimentos en gel de agarosa para

diferentes valores de N/P.

N/P 21 54 107 214 O

<4846 bp

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de Phyco69 digerida con la enzima EcoRlI para
distintas relaciones N/P.

Se observa que el plasmido Phyco69 en ausencia de PUMan presenta una banda
caracteristica a 4846 pb, que se ha desplazado hacia el polo positivo, como es de esperar
si se considera la carga negativa del plasmido. A medida que aumenta N/P, este
desplazamiento es cada vez menor, hasta que permanece sin moverse para valores de
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N/P>10,7. Esto se debe a que las moléculas positivamente cargadas de polimero se
asocian al pldsmido de caracter anidnico, disminuyendo su carga negativa y llegando a
producir una inversion de carga, como han mostrado los datos de potencial Z. Una vez

el poliplejo adquiere una carga positiva, no se desplaza hacia el polo positivo.

Con el fin de investigar los posibles cambios conformacionales causados en el plasmido
de doble hebra Phyco69 cuando interacciona con el polimero, se registraron los

espectros de dicroismo circular para distintos valores de N/P (ver la Figura 16).

Phyco69/PUMan

—— Phyco69
N/P 1,2
N/P 3,2
N/P 6,4

——N/P12,9

——N/P 64,3

A/nm

Figura 16. Espectro de dicroismo circular del ADNct a distintos rangos de N/P
(PUMan/Phyco69), en disoluciéon acuosa de HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]=3-10° M;
T=298K.

En la Figura 16 se observa una disminucién progresiva de la intensidad de la banda
positiva, correspondiente al apilamiento de bases, a medida que aumenta el valor de
N/P. Ademas, se produce la desaparicion de la banda negativa, asociada a la
supraestructura de la molécula, para valores elevados de N/P. Esto parece indicar un
cambio conformacional del plasmido, que podria producirse debido a la compactacién
del mismo al formarse el poliplejo PUMan/ Phyco69. Para comprobar si esta hipotesis
es acertada, se realizaron medidas de microscopia de fuerza atémica, AFM, que
permiten la visualizacion de los poliplejos a diferentes valores de N/P. Las imagenes

obtenidas utilizando AFM aparecen en la Figura 17.
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Figura 17. Imagenes topograficas de AFM de disoluciones de PUMan/Phyco69 con
distinto rango de N/P en HEPES 10 mM pH 7,4. Los poliplejos de adsorbieron sobre una
superficie de mica modificada con APTES.

Como puede verse, para una relacion N/P=0 (ausencia de polimero catidnico), el
plasmido Phyco69 adopta una conformacion extendida, de acuerdo con lo esperado
para una conformacion B de un dcido nucléico de doble hebra. Sin embargo, a medida,
que la relacion N/P va aumentando, se observa una compactacion gradual del plasmido,
hasta llegar a formar estructuras compactas de forma globular. Asi, para un valor de
N/P=64,3 se puede observar una compactacion completa del Phyco69, lo que apoya la

hipdtesis realizada con los resultados de dicroismo circular.
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4.4. Ensayos de Ingenieria genética: Transformacion genética de C.
reinhardltii.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizacién fisicoquimica de
los poliplejos formados, se disefié y ejecutd un protocolo de transformacién genética de
C. reinhardetii. Para ello se eligieron valores de N/P de 5,3 y de 10,7, que corresponderian
a un poliplejo ligeramente negativo y ligeramente positivo, respectivamente. Los
experimentos, ademas, se han realizado en presencia y ausencia de polietilenglicol
(PEG) (Figura 18), que es un poliéter que aumenta la estabilidad de los poliplejos

formados y facilita la liberacion del material genético en el interior de la célula.

A 400 PUMan/Phyco69 con PEG B 300 PUMan/Phyco69 sin PEG
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Figura 18. Numero de colonias transformantes obtenidas tras las transformacion de
C.reinhardtii. A) PUMan/Phyco69 en presencia de PEG; B) PUMan/Phyco69 en ausencia
de PEG. Cada medida corresponde al valor medio de tres medidas.

Como se observa en la Figura 18.A, al realizar la transformacion genética utilizando PEG
en ausencia de PUMan, se obtiene un nimero elevado de colonias transformantes (Ver
Figura 18.B) Sin embargo, al realizar el mismo ensayo pero afiadiendo ademas polimero
catidnico, el numero de colonias transformantes se va reduciendo gradualmente a
medida que aumenta el rango N/P. La Figura 18.B, muestra que al realizar la
transformacién en ausencia de PEG, se observa el efecto contrario, ya que se obtiene
mayor cantidad de colonias transformantes conforme va aumentando el valor N/P. A la
luz de estos resultados parece ser que la presencia simultanea de PEG/PUMan tiene un
efecto antagonista en términos de eficiencia en el proceso de transformacion de

C.reinhartdii.
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Figura 19. Placas de colonias transformantes de C.reinhardtii. A) Control negativo; B)
Control positivo; C) N/P 5,3 PUMan/Phyco69 con PEG; D) N/P 10,7 PUMan/Phyco69 con
PEG; E) N/P 5,3 PUMan/Phyco69 sin PEG; F) N/P 10,7 PUMan/Phyco69 sin PEG.

En la Figura 19 se muestran resultados concordantes con los mostrados en la Figura 19.
La presencia simultanea de PEG y PUMan no favorece el proceso de transformacion. De
hecho, al aumentar la concentracion de PUMan, manteniendo constante la
concentraciéon de PEG, se pasa de obtener 112 colonias transformantes (19.C) a 28
colonias transformantes (19.E). Sin embargo, en ausencia de PEG el nimero de colonias
es directamente proporcional de la cantidad de PUMan. En el intervalo de N/P
estudiado, se pasa de 62 colonias transformantes (19.D) a 168 colonias transformantes

(19.F) al aumentar N/P.
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5. Conclusiones.

A raiz de los estudios realizados se puede concluir que:

La fitotoxicidad del polimero catiénico PUMan es baja, comprobandose la
inocuidad de dicho compuesto en el intervalo de concentraciones en el cual se
realizardn el resto de los estudios.
La formacién de poliplejos entre el vector polimérico catidnico PUMan y los
acidos nucleicos ADNct y ADNp Phyco69, se ha podido demostrar mediante
diversas técnicas de caracterizacion fisicoquimica.
a) Los ensayos de potencial Z han mostrado una inversion de la carga
superficial de ambos polinucleétidos al ir aumentando la cantidad del
vector polimérico catidnico.
b) Los resultados de las medidas de fluorescencia y dicroismo circular
indican cambios conformacionales en los acidos nucleicos al aumentar la
cantidad de PUMan aiadido. En el caso del ADNp Phyco69, las imagenes
obtenidas mediante AFM corroboran la sucesién de cambios
morfoldgicos que experimenta el acido nucleico, pasando de una
estructura de doble hélice alargada hasta estructuras toroidales mas
compactas a medida que aumenta la cantidad del vector polimérico
PUMan.
La transformacidon genética de Chlamydomonas reinhardtii, utilizando como
vector quimico el polimero catiénico PUMan (formando el poliplejo
PUMan/Phyco69) y como método fisico la agitacién con perlas de vidrio, se ha
llevado a cabo satisfactoriamente, con una alta eficiencia. La presencia
simultanea del polimero PUMan y el PEG parece tener un efecto antagonista,
obteniéndose una mayor tasa de colonias transformantes del poliplejo

PUMan/Phyco69 en ausencia de PEG.
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Anexo | (Al). Plasmido Phyco69:
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Anexo Il (All). Desglose de Figuras:

Figura 1: Representacion esquemadtica del ADN: a) Fragmento lineal, con bucle cerrado

y con topologias superenrollada; b) ADN plasmidico superenrollado.

Figura 2: a) Distintos vectores que pueden ser utilizados para introducir dcidos nucleicos
en el interior celular; b) Propiedades dptimas que deben presentar los vectores

disefiados sintéticamente para optimizar los ensayos de terapia génica.

Figura 3: Representacion esquematica de la formacion de complejos vector polimérico

catidnico/acido nucleico.

Figura 4: Incremento del uso de C.reinhardtii como sistema modelo en biologia

molecular.

Figura 5: Diagrama esquematico de los dos modelos de Transfeccion en funcién de la

duracién temporal.

Figura 6: Poliuretano derivado de Manitol (PUMan).

Figura 7: a) Representacién grafica de la variacidn del valor de Potencial Z en funcién de

pH; b) Representacion esquematica de una celda de medida de potencial Z.

Figura 8: Proceso detallado de la preparacion de muestras para la visualizacién

mediante AFM.

Figura 9: Ensayo de fitotoxicidad de Chlamydomonas reinhardtii en presencia del

polimero catidnico PUMan tras un tiempo de exposicion de 1 semana.

Figura 10: Variacidn de I/lpa una Asgg de la sonda fluorescente EB, respecto a la relacion
N/P (PUMan/ADNct), en tampdén HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADNct]-3-10° M;
[EB]s=2.43-10"° M; T=298K.
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Figura 11: Potencial Zeta y tamafio de particula del complejo PUMan/ADNct a diferentes

relaciones N/P (PUMan/ADNCct), en tampdn HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADth]=3-10’5 M;

T=298K.

Figura 12: Espectro de dicroismo circular del ADNct a distintos rangos de N/P

(PUMan/ADNct), en disolucion acuosa de HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADth]=3-10'5 M;

T=298K.

Figura 13: Variacion de I/10 a una I589 de la sonda fluorescente EB, respecto a la relacion
N/P (PUMan/Phyco69), en tampdén HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADth]=3-10’5 M;

[EB]=2.43-10" M; T=298K.

Figura 14: Poencial Z y tamafio de particula del complejo PUMan/Phyco69 a diferentes

relaciones N/P (PUMan/Phyco69), en tampdn HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADth]=3-1O'5 M;
T=298K.

Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa de Phyco69 digerida con la enzima EcoRl para

distintas relaciones N/P.

Figura 16: Espectro de dicroismo circular del ADNct a distintos rangos de N/P

(PUMan/Phyco69), en disolucién acuosa de HEPES 10 mM, pH 7,4. [ADth]=3-1O'5 M;
T=298K.

Figura 17: Imagenes topograficas de AFM de disoluciones de PUMan/Phyco69 con
distinto rango de N/P en HEPES 10 mM pH 7,4. Los poliplejos de adsorbieron sobre una

superficie de mica modificada con APTES.

Figura 18: Numero de colonias transformantes obtenidas tras las transformacion de
C.reinhardtii. A) PUMan/Phyco69 en presencia de PEG; B) PUMan/Phyco69 en ausencia

de PEG. Cada medida corresponde al valor medio de tres medidas.
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Figura 19: Placas de colonias transformantes de C.reinhardtii. A) Control negativo; B)
Control positivo; C) N/P 5,3 PUMan/Phyco69 con PEG; D) N/P 10,7 PUMan/Phyco69 con
PEG; E) N/P 5,3 PUMan/Phyco69 sin PEG; F) N/P 10,7 PUMan/Phyco69 sin PEG.
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