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RESUMEN

RESUMEN

Las fitasas son enzimas fosfatasas capaces de catalizar la hidrélisis de los enlaces éster
fosfato, pueden hidrolizar uno o mas grupos fosfatos del acido fitico (IP6) para producir
fésforo inorganico. Las fitasas son ampliamente utilizadas como aditivos en la alimentacion
animal, sobre todo en los animales monogastricos como cerdos, pollos y peces, para
incrementar la disponibilidad del fésforo y otros minerales. El concepto de fitasa ideal se
basa en la capacidad de hidrélisis de una manera eficaz, resistencia a altas temperaturas y
gue los costos de produccion sean baratos. La busqueda de la fitasa ideal ha tomado dos
rutas: la identificacion de nuevas fitasas tipo silvestre en la naturaleza y la ingenieria
genética sobre los sistemas de expresién para obtener caracteristicas deseables de las

fitasas conocidas.

Por otro lado, Chlamydomonas reinhardtii, una microalga verde es considerada un
organismo modelo y con un gran potencial como biorreactor para la produccién de proteinas
recombinantes de interés comercial, incluyendo las fitasas. Las caracteristicas que posee
C. reinhardtii son: crecimiento rapido, potencial para escalar el cultivo rapidamente, no
requieren tierras cultivables, crece fotosintéticamente usando la energia luminosa y el CO;
como fuente de carbono. En la actualidad, existen reportes donde el cloroplasto de C.
reinhardtii ha sido transformado para obtener proteinas de interés farmacéutico,
terapéutico, entre otros, demostrando asi la capacidad de esta microalga como un

biorreactor atractivo para la produccién de proteinas recombinantes.

En el presente trabajo de tesis, se transformo el cloroplasto de C reinhardtii, mediante la
técnica de biobalistica, con el plasmido pChPhy, que contiene el gen phyASr que codifica
para una enzima fitasa de la bacteria ruminal Selenomonas ruminantium. Se comprobé la
insercién de la construccion en el cloroplasto por medio de la técnica del Southern blot, se
evalu6 la homoplasmia de las lineas transplastomicas obtenidas y se eligieron cinco lineas
de manera aleatoria, para el andlisis de expresion. A estas lineas transplastomicas
homoplasmicas se les realiz6 un andlisis de expresion del gen phyASr mediante RT-PCR
de punto final, dando como resultado que todas las lineas expresaban dicho gen. Por otro
lado, se realizé el analisis cuantitativo mediante qRT-PCR donde dos de las cinco lineas
(C1 y C3) presentaron mayor nivel de expresion del gen phyASr entre las cinco lineas

transplastémicas analizadas.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Phytases are phosphatase enzymes capable of catalyzing the hydrolysis of the phosphate
ester bonds, they can hydrolyze one or more phosphate groups of phytic acid (IP6) to
produce inorganic phosphorus. Phytases are widely used as additives in animal feed,
especially in monogastric animals such as pigs, chickens and fish, to increase the availability
of phosphorus and other minerals. The ideal phytase concept is based on the ability to
hydrolyze in an effective way, resistance to high temperatures and production costs are
cheap. The search for the ideal phytase has taken two routes: the identification of new wild
type phytases in the nature and the genetic engineering on the expression systems to obtain

desirable characteristics of the known phytase

On the other hand, Chlamydomonas reinhardtii, a green microalga is considered a model
organism and with a great potential as a bioreactor for the production of recombinant
proteins of commercial interest, including phytases. The characteristics of C. reinhardtii are:
fast growth, potential to scale the crop rapidly, do not require arable land, grow
photosynthetically using light energy and CO2 as a carbon source. At present, there are
reports where the chloroplast of C. reinhardtii has been transformed to obtain proteins of
pharmaceutical, therapeutic interest, among others, thus demonstrating the capacity of this

microalga as an attractive bioreactor for the production of recombinant proteins.

In the thesis, the chloroplast of C reinhardtii was transformed by the biobalistic technique
with the plasmid pChPhy, which contains the phyASr gene coding for a phytase enzyme of
the ruminal bacterium Selenomonas ruminantium. The insertion of the construct into the
chloroplast was verified by Southern blot technique, the homoplasmy of the obtained
transplastomic lines was evaluated and five lines were randomly selected for expression
analysis. To these homoplasmic transplastomic lines, an expression analysis of the phyASr
gene was performed by end-point RT-PCR, resulting that all lines expressed the gene. On
the other hand, the quantitative analysis was performed by qRT-PCR, where two of the five
lines (C1 and C3) presented a higher expression level of the phyASr gene among the five

transplastomic lines analyzed.
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La demanda mundial de proteinas recombinantes para aplicaciones industriales,
diagndsticas y terapéuticas va en constante crecimiento y por lo tanto, los sistemas
biorreactores, son cada vez mas importantes para producir grandes cantidades de
proteinas en casos donde las fuentes tradicionales son limitadas debido al costo y/o
disponibilidad (Walker et al., 2005).

Las microlagas son una plataforma ideal para la produccion a gran escala de productos de
alto valor, ya que son de rapido crecimiento, son fotosintéticas y requieren muy pocos
nutrientes. Ademas, son consideradas como seguras y ya existen diversos productos de
comercializacién para el consumo humano y animal. Las proteinas recombinantes como
vacunas, anticuerpos, enzimas industriales pueden ser producidos en microlagas a bajo

costo con una gran aplicacion (Barrera y Mayfield, 2016).

Dentro de las enzimas con aplicacion industrial se encuentras las fitasas, las cuales son
utilizadas como aditivos alimenticios en las moliendas usadas para alimentar a los animales
monogastricos como cerdos, aves y peces, quienes tienen poca o nula actividad de fitasa
en el tracto digestivo. La base de la alimentacion de estos animales, son los granos de
cereales y leguminosas y el 60-80% del fésforo total en estos granos se encuentra en forma
de acido fitico y su forma de sal, el fitato. Las fitasas catalizan la hidrdlisis del fésforo del

fitato para obtener f6foro inorganico Pi.

La pobre digestion del fosforo del fitato en los piensos por animales monogastricos causa
tres problemas importantes: la contaminacion ambiental del fésforo en las excretas, la
necesidad de la suplementacién dietética de fésforo inorganico y el agotamiento de los
depdésitos naturales de fésforo. EI mercado mundial de fitasa ha experimentado una rapida
expansion desde 2007-2008 debido al drastico aumento en el precio de la alimentacion de

fésforo inorganico y la regulacién de la eliminacion de fésforo de estiércol (Lei et al., 2013).

Las fitasas son enzimas con una gran importancia y aplicacion biotecnoldgica, tanto en la
alimentacién humana como en la alimentacion animal. La fitasa que ha sido aislada de
Selenomonas ruminantium, una bacteria que vive en condiciones anaerébicas del rumen

de los rumiantes, puede ser una buena candidata para ser utilizada como aditivo para la
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alimentacién de los animales monogastricos, a fin de mejorar la absorciéon de nutrientes y

evitar en impacto negativo en el ambiente (Chu et al., 2004).

Por otro lado, Chlamydomonas reinhardtii puede considerarse como una alternativa viable
para la produccién de proteinas recombinates de interés industrial, como vacunas,
anticuerpos, enzimas industriales. La integracion de transgenes en el genoma del
cloroplasto, tiene importantes ventajas sobre otros sistemas de expresion. Esta microalga
posee caracteristicas como biorreactor, tales como: crecimiento més rapido, potencial para
escalar el cultivo rapidamente, se puede cultivar en contencion para reducir el riesgo de
flujo de genes, no requieren tierras cultivables, crece fotosintéticamente usando la energia
luminosa y el CO, como fuente de carbono. Las proteinas obtenidas en el cloroplasto de C.
reinhardtii han demostrado poseer la funcién bioldgica, tal como en su sistema original de
expresion. Por lo tanto, la produccibn de proteinas recombinantes con interés
biotecnol6gico pueden ser obtenidas en esta microalga, de manera segura (sin riesgos de
contaminacién con toxinas por ejemplo) y ayudando a disminuir el costo de produccion (Jin
et al., 2016; Barrera y Mayfield, 2013).

En el presente trabajo se transformé el cloroplasto de C. reinhardtii con el gen phyASr de
la bacteria ruminal Selenomonas ruminantium y se evalud la expresion de las lineas

transplastémicas homoplasmicas.
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1. ANTECEDENTES

Las microalgas son un grupo diverso de organismos unicelulares eucariotas que son de
interés para la investigacion basica y aplicada. La microalgas estan emergiendo como una
fuente de compuestos quimicos, de proteinas y de metabolitos, ademas de componentes
que se pueden utilizar con fines energéticos, principalmente para la obtencion de biodisel.
Para la microalga modelo, Chlamydomonas reinhardtii, esto ha impulsado un periodo de
rapido desarrollo y avances en técnicas que le permitan estar preparada para su explotacion

como una plataforma biotecnolégica industrial (Scaife et al., 2015).

1.1 Generalidades de Chlamydomonas reinhardtii.

Chlamydomonas es un género de algas verdes unicelulares (Chlorophyta). Se encuentran
en todo el mundo, tanto en el suelo, el agua dulce, océanos e incluso en nieve. Se han
descrito mas de 500 especies diferentes de Chlamydomonas, pero la mayoria de los

cientificos trabajan con sélo unas pocas (http://www.chlamy.org/info.html).

Las especies de Chlamydomonas han sido definidas basandose solamente en criterios
morfoldgicos. El género comprende algas unicelulares que poseen clorofila, con dos
flagelos anteriores, un cloroplasto basal circundante a uno o mas pirenoides y una pared
celular distinguible. Las especies se han distinguido dentro del género por diferencias en
tamafio y forma de la célula, forma y posicion del cloroplasto y pirenoides, longitud de los
flagelos, niumero y posicién de vacuolas contractiles, y mas caracteristicas estructurales
sutiles que son visibles a nivel del microscopio 6ptico. Se cree que las principales cepas de
laboratorio se derivan de aislamientos hechos por G.M. Smith en 1945 de una muestra
colectada del suelo cerca de Amherst, Massachussets. La especie mas utilizada en el

laboratorio es Chlamydomonas reinhardtii (Harris, 2001).

El alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii muestra muchos de los beneficios como
modelo de experimentacion que presenta la levadura Saccharomyces cereviseae, por lo
que se le ha denominado “la levadura verde” (Rochaix, 1995). Un ejemplo de esto, es el
hecho de que las células de esta especie son haploides y pueden crecer en un medio simple
de sales inorganicas, utilizando la fotosintesis para obtener energia. También pueden

crecer en la oscuridad total, si se provee acetato como una fuente alternativa de carbono.



http://www.chlamy.org/info.html

1. ANTECEDENTES

La formacién de meiosporas, similar a la levadura, esta controlada por dos “mating types”
y puede ser utilizado para analisis genético convencional, por ejemplo, analisis de tétradas
y la genética recombinante para generar las cepas con multiples marcadores genéticos
(Nickelsen y Kiick 2000). La estructura de la célula de C. reinhardtii en segunda y tercera

dimension se puede observar en la figura 1.1.

Figura 1.1 Representacion esquematica de la morfologia de una célula de C. reinhardtii, (ftomada de
Nickelsen y Kiick, 2000).

La célula de una cepa silvestre de C. reinhardtii mide en promedio unos 10 um de didmetro
(con una variacion significativa a través del ciclo celular) y 3 um de grosor; se encierra
dentro de una pared celular la cual es rica en hidroxiprolina y que se asemeja a las
glicoproteinas encontradas ampliamente en plantas. La pared celular de C. reinhardtii no
contiene celulosa; las células contienen un solo cloroplasto en forma de copa que ocupa
cerca del 40 al 60 % del volumen total de la célula (Harris, 2001; Rochaix ,1995).

1.1.1 Ndcleo

En la célula de C. reinhardtii la membrana nuclear es continua con el reticulo endoplasmico,
y se encuentran cerca de uno a cuatro aparatos de Golgi. Se estima que el genoma nuclear

tiene un tamafio de 1 x 108 pares de bases y aproximadamente el 65 % de éstas son G 6
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C. Este alto contenido de GCs a veces puede producir dificultades en la clonacion de genes.
Para mejorar esta condicion, se requiere que en la amplificacion de los genes, las
secuencias de oligonucleétidos elegidos, presenten del 45% al 50% de contenido de G-C
(Grossman et al., 2003; Harris, 2001).

1.1.2 Mitocondria

Las mitocondrias se encuentran en el citosol de una manera y en ocasiones son
observables en micrografias electrénicas como estructuras alargadas o ramificadas. El
genoma mitocondrial de 15.8 Kb, es lineal y muestra secuencias repetidas invertidas en sus
extremos que se piensa estan implicadas en la estabilizacion de ADNmt. S6lo contiene unos
pocos genes: el cob, coxl1, cinco subunidades de NADH deshidrogenasa mitocondrial, ARN
mitocondrial (que se encuentran fragmentados en la secuencia de ADN); tres ARNt, y un
marco de lectura abierto que codificada para una proteina que se asemeja a una
transcriptasa reversa, ademas de dos genes codificados para ARNr. Mutantes que eliminan
el gen cob no son capaces de crecer en el acetato en la oscuridad, pero son viables cuando
son cultivados fototroficamente. Mutaciones puntuales en el gen cob pueden conferir

resistencia a myxothiazol (Nickelsen, 2005; Harris, 2001).
1.1.3 Cloroplasto

C. reinhardtii tiene un Unico cloroplasto en forma de copa que ocupa el 75% del volumen
de la célula. Es sitio de muchas reacciones metabdlicas, incluyendo la biosintesis de
aminodcidos, isoprenoides, acidos grasos y almidén (Rasala et al., 2014). El genoma del
cloroplasto (ADNcp o plastoma) es una molécula circular de aproximadamente 203 kpb que
contiene 99 genes. Posee una estructura cuatripartita, que consiste en dos regiones
invertidas repetidas (IR) de 21,2 kpb separando dos regiones simples de 80 kpb. Cada
cloroplasto contiene aproximadamente 80 copias de su genoma (Jin et al., 2016; Purton
2007). El genoma del cloroplasto ya ha sido secuenciado (No. de accesion del GenBank
BK000554) y comprende unos 203.395 Kb, contiene cerca de 99 genes incluyendo cinco
genes de ARNr, 17 genes ribosomales para proteina, 30 para ARNt que especifican para
todos los aminoacidos y cinco genes que codifican el nlcleo catalizador de un tipo de ARN
polimerasa de bacterias (Grossman et al., 2003). La mayoria de estos genes codifican las

subunidades de cualquiera de los complejos de fotosintesis o de la maquinaria
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transcripcional y/o traduccional (Nickelsen, 2005). El genoma del cloroplasto se
encuentra disponible en la direccion eléctronica

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/32880373). En la figura 1.2 se puede observar el

genoma del cloroplasto, disponible también en la direccion electronica:
http://www.chlamy.org/chloro/default.html. El cloroplasto es el organelo mas estudiado de
C. reinhardtii.

1.2 Chlamydomonas reinhardtii como modelo de estudio

C. reinhardtii ha sido usada también como modelo para el estudio de respuesta al estrés
provocado por modificaciones de nutrientes al medio, como el estrés por carencia de azufre
(S) y fésforo (P). Estos estudios han demostrado que la limitacion de S y P provoca varias
respuestas, por ejemplo la desaceleracion del metabolismo general, el cese en la divisién
celular y la reduccién en la actividad fotosintética (Irihimovitch y Yehudai-Resheff, 1998).
Esta microalga ha servido también como modelo para estudiar otras areas; debido a que
es flagelada y fotosintéticamente activa ha surgido como un organismo experimental
preferido para los estudios sobre flagelos y la biogénesis del cloroplasto incluyendo la
fotosintesis, ademas ha ayudado a nuestra comprension de: la funcién del cloroplasto,
mecanismos de regulacién de los genes asi como el ensamble de los mismos y la funciéon
del aparato fotosintético (Nickelsen y Kuck, 2000). Una aplicacion biotecnol6gica potencial
se relaciona con los estudios concernientes a la produccién del gas hidrégeno en el
cloroplasto, cuando opta por un metabolismo anaerébico produciendo este gas (Manuell y
Mayfield, 2006). Otra de las aplicaciones biotecnoldgicas, es el uso de C. reinhardtii como
biorreactor para la expresion de proteinas recombinantes. Se han expresado varios genes
heterélogos tanto en nicleo como en el cloroplasto, siendo el cloroplasto el que tiene el

mayor nimero de reportes (Barrera y Mayfield, 2013).
1.3 Transformacion genética de plastidos

Los plastidos son organelos especiales que solo estan en las células vegetales o en la de
algunos protistas y que se delimitan por una doble membrana. Su membrana interna a
diferencia de la membrana interna mitocondrial, no es plegada; sin embargo, los plastidos
suelen poseer membranas con arreglos variados en su interior. Los plastidos se producen

en una variedad de formas diferenciadas, por ejemplo los cloroplastos involucrados en la
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fotosintesis, los amiloplastos en el almacenamiento de almidén y los cromoplastos en la
produccidn de carotenoides que da el color a las frutas, son las formas mas conocidas (Bock
y Sarwar, 2004).

El genoma del cloroplasto, es usualmente una molécula circular que se replica por si mismo
y varia en tamafio de 120-220 Kb entre diferentes especies de plantas. Una tipica célula de
planta contiene aproximadamente 100 cloroplastos y cada cloroplasto posee 100 copias del
mismo genoma,; esto implica que solo un gen es representado por algunas 10,000 copias
en una sola célula de planta. Solo el genoma, de casi todas las especies de plantas, posee
dos regiones invertidas repetidas y asi el nUmero de copias de genes codificados por esta
region es de 20 Kb aproximadamente. Por lo tanto, es muy atractivo introducir un transgen
dentro del cloroplasto y obtener altos niveles de expresién, tomando como ventaja el

namero de copias que posee (Daniell et al., 2005).

El cloroplasto de C. reinhardtii ha demostrado ser facil de transformar. Esta transformacion
ocurre por recombinacién homéloga, a diferencia de la transformacion nuclear donde es
dificil predecir el sitio de insercién en el genoma. El primer evento de transformacion del
cloroplasto de C. reinhardtii fue hace casi tres décadas, donde se utilizé el método de
biobalistica (Boynton et al., 1988).

En la era posgendmica, los genomas del cloroplasto y el nuclear han sido blancos para la
manipulacion genética para aumentar los rasgos agronémicos o introducir rasgos de valor
agregado en las plantas. Entre varios alcances, la ingenieria del genoma del cloroplasto ha
emergido como un enfoque exitoso. La manipulacién del genoma del cloroplasto se ha
vuelto rutina en el sistema modelo de tabaco y ha sido extendido a otros cultivos
comestibles como tomate y papa. La expresion de transgenes en este organelo ofrece una
Unica ventaja que da una tecnologia segura y aceptable al publico (Daniell et al., 2005).
Comparado con los sistemas de expresién convencionales, los plastidos ofrecen ciertas
ventajas potenciales como son altos niveles de expresion de proteinas, ausencia de efectos
epigenéticos (como silenciamiento del gen, efectos de posicion y un facil acomodamiento
en operones), lo que hace de ellos un sistema atractivo. En el caso de la perspectiva de

bioseguridad en las plantas superiores, esta tecnologia incrementa significantemente la
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contencién del gen, ya que los plastidos son de herencia materna en la mayoria de las
especies vegetales y por lo tanto no se transmiten por polen (Bock y Sarwar, 2004).

Figura 1.2 Mapa del genoma del cloroplasto de C. reinhardtii (tomado de Maul et al., 2002)

En el genoma del cloroplasto se han identificado varios sitios de insercion, incluyendo
algunos dentro de la regién invertida repetida, que han sido usados para la expresién de
genes heterdlogos. La integracion sitio especifica del transgen dentro del genoma del
cloroplasto difiere de la integracion al azar de la transformacion nuclear porque los
transgenes en el cloroplasto son integrados por recombinaciéon homoéloga (Daniell et al.,
2005).
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Los vectores de transformacion para el cloroplasto son disefiados con secuencias
homdlogas blanco en cualquier parte del transgen e introducidos dentro del cloroplasto por
los métodos de transformacion. Sin embargo, la transformacion puede ser mas eficiente
cuando hay secuencias homologas en ambos lados del gen o el marcador utilizado
(Goldschmidt-Clermont, 1998).

1.4 Transformacién por biobalistica.

La transformacién estable de cloroplastos durante mucho tiempo fue obstaculizada porque
los métodos no habian sido eficientes para introducir ADN hexdgeno, a través de la pared
celular y tres membranas, es decir, la membrana plasmaética, la exterior y la interior de las
membranas que hay en el cloroplasto. Sin embargo, con el desarrollo de un sistema de
bombardeo de particulas este problema ha sido superado y los cloroplastos de C. reinhardtii
fueron los primeros en ser transformados por esta técnica, hace casi tres décadas (Boyton
et al., 1988).

En los intentos iniciales exitosos, las particulas recubiertas de ADN fueron aceleradas y
liberadas por una fuerte explosién y por expansion de gas comprimido a fin de introducirlas
a las células, las cuales fueron puestas en la superficie de una caja de Petri con agar.
Nuevas mejoras en el bombardeo de particulas llegaron con el desarrollo de la pistola de
particulas (Nickelsen y Kiick, 2000). Las particulas de tungsteno o de oro recubiertas con
ADN, son aceleradas directamente con las particulas de helio y reproducibles en altos
rangos de transformacion. Como el disparo de helio es controlado, la pistola de flujo de
particulas (biobalistica) causa menos dafios a las células del alga que los sistemas de
proyectiles, ademas puede ser utilizada para transformar el cloroplasto, el nicleo y la
mitocondria (Barrera y Mayfield, 2013).

La explotacién del cloroplasto como una plataforma biotecnoldgica para productos
recombinantes es atractiva por varias razones: simplicidad del genoma en comparacion con
el genoma nuclear, el alto nivel de expresion de genes, la capacidad de expresar multiples
genes por la introduccién de operones transgénicos y el direccionamiento preciso del ADN
heterdlogo en cualquier lugar especifico del plastoma (Purton et al., 2013). El genoma del
cloroplasto puede ser facilmente alterado por recombinacién homologa y ésta ha sido usada

para estudiar aspectos basicos de la expresion génica en el cloroplasto. Esta tecnologia
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comienza a ser usada ahora para expresar proteinas recombinantes de interés
biotecnoldgico en el cloroplasto (Mayfield et al., 2007; Manuell y Mayfield, 2006). Los
avances en la investigacion y la transformacion del cloroplasto han servido para resaltar el
enorme potencial de la tecnologia transplastémica tanto en el mejoramiento de cultivos,
como en el desarrollo de biorreactores (en plantas) para la produccién de farmacéuticos,
enzimas y materias primas para la industria quimica de una manera sustentable y de bajo
costo (Bock, 2014).

1.5 Proteinas recombinantes y biorreactores mas comunes.

Se considera una proteina recombinante (PR) o heteréloga aquella proteina cuya sintesis
se realiza en un organismo distinto al organismo nativo, o que haya sido introducida a éste
por medio de la tecnologia de ADN recombinante. Actualmente se ofrece en el mercado
internacional una gran variedad de proteinas recombinantes para un amplio abanico de
aplicaciones, incrementandose dia a dia la lista de estos productos, la que ha llegado a
constituir una revolucién en el mercado biotecnolégico y a la vez ha impulsado la
investigacion en este campo (Guerrero-Olazaran et al., 2004). Las aplicaciones de las
proteinas recombinantes estan presentes en diversos segmentos de la industria por
ejemplo en los detergentes (proteasas, amilasas, lipasas, celulasas), en la panificacion
(amilasas, xilanasas, lipasas, proteasas), bebidas embotelladas (pectinasas, amilasas, -
glucanasas), en la industria textil (celulasas, catalasas, peroxidasas, amilasas), en la
industria del papel (xilanasas, proteasas, lipasas, celulasas), en aplicaciones farmacéuticas
(anticuerpos, vacunas) y en aplicaciones a la industria alimentaria como aditivos
alimenticios (xilanasas, fitasas, glucanasas) (Kirk et al., 2002). Siendo estos ultimos de gran
importancia por el impacto en la produccién de carne y en la reduccion de la contaminacion

del suelo y agua.

Actualmente se emplea una gran variedad de sistemas de expresion de proteinas, que van
desde microorganismos tales como bacterias, levaduras, hongos, insectos, lineas celulares
de mamiferos, hasta organismos completos como animales y plantas transgénicas y
microalgas (Akbari et al., 2014; Guerrero-Olazaran et al., 2004). Cada uno de estos
sistemas ofrece distintas ventajas en términos de produccion de proteinas, facil

manipulacion y costos de operacion (Franklin y Mayfield, 2005).
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En lo que respecta a los sistemas de bacterias y levaduras, las més utilizadas son la
bacteria Escherichia coli y la levadura Saccharomyces cereviseae (Guerrero-Olazaran et
al., 2004), y aunque son mas econémicos en términos de los componentes del medio, tienen
varias limitantes en cuanto a la expresion de proteinas recombinantes. Por ejemplo en el
caso de bacterias se pueden destacar los problemas en el plegamiento de algunas
proteinas, asi como alteraciones en el procesamiento proteolitico, ausencia de
glucosilacion, fosforilacion, problemas de secrecion, alta posibilidad de contaminacion con
toxinas, ensamblaje de subunidades, etc. Con respecto a los sistemas de levaduras los
costos de produccioén y calidad del producto podrian ser los inconvenientes, asi como de
igual forma las hiperglucosilaciones de las proteinas recombinantes podria intervenir en las

funciones de las mismas (Akbari et al., 2014).

Por otro lado, la produccion de proteinas recombinantes en animales transgénicos, de los
cuales se puede obtener productos muy similares a los sintetizados en el organismo animal
original, requiere de un tiempo de desarrollo muy largo y costoso, el aumento en la escala
de produccion es lento y se limita a los ciclos naturales de crecimiento de la especie
utilizada. Ademas, existe el riesgo de contaminacion con virus animales y priones (Gonzalez
y Coroas, 2002; Mayfield et al., 2002).

En lo que respecta a la producciéon de proteinas en insectos, ellos necesitan nutrientes
complejos en su medio de cultivo en comparacion con los cultivos de mamiferos. Entre los
sistemas de excrecion en células de insecto, los sistemas de baculovirus pueden expresar
un alto nivel y calidad de la proteina recombinante, pero su mecanismo de funcionamiento
litico conduce a disminuir los rendimientos de produccién debido a la liberacion de
proteasas enddgenas (Akbari et al., 2014). En el cuadro 1.1 se presenta una comparacion

de algunas caracteristicas de los sistemas tradicionales de expresion de PRs.
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Cuadro 1.1 Resumen de las caracteristicas de los sistemas tradicionales de expresion de PRs.

SINCINERY Cultivos de células de ETEES

P Bacterias Levaduras , P
caracteristicas mamiferos transgénicos

Corto Medio Largo Muy largo
Alto Alto Muy bajo Bajo
Bajo Medio Muy alto Muy alto

Medio Alto Alto

Glicosilacion Ninguno Incorrecto Correcto Correcto
Riesgos de . : Virus, priones y ADN Virus, priones y
contaminacion ETEIES 2Rl oncogeénico ADN oncogénico
Costo de Moderado Moderado Caro Caro

almacenamiento

1.6 Plantas como biorreactores para la produccién de proteinas recombinantes.

Ademas de los sistemas tradicionales de expresion de PRs, varios grupos han realizado
intentos para explotar la produccién de proteinas recombinantes en plantas; la produccion
de proteinas en células fotosintéticas es inherentemente menos cara que la produccion
alcanzada por fermentacion de otro tipo de células. Por consiguiente, las plantas ofrecen
un atractivo sistema para la expresién de proteinas recombinantes y quiza la mejor
alternativa econdémica para la expresion de proteinas complejas multiméricas tal como los
anticuerpos. Las PRs son sintetizadas dentro de las células de plantas y depositados en
tejidos de hojas o semillas. Un conjunto de proteinas recombinantes con un valor potencial
terapéutico se han producido en plantas, incluyendo anticuerpos funcionales, vacunas,
enzimas, hormonas y una variedad de otras proteinas (Samuel et al., 2007). Ademas de los
anticuerpos, existen diversos ejemplos de proteinas de uso farmacolégico e industrial

expresadas en tejidos vegetales.

Las proteinas producidas en los sistemas de plantas son conocidas generalmente como
seguras (“GRAS, Generally Regarded As Safe”) ya que poseen un riesgo minimo de
contaminacion viral, priones o endotoxinas bacterianas. Las plantas se han empleado para

producir proteinas complejas tal como anticuerpos; ofrecen una economia de escala sin
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precedentes en la biotecnologia industrial y el costo de capitalizaciébn de la proteina
producida por agricultura es una fracciébn del costo en los sistemas asociados a la
fermentacion (Franklin y Mayfield, 2004).

Otras de las ventajas que ofrecen las plantas son la disponibilidad practicamente ilimitada
de biomasa, dado que permiten el almacenamiento estable de la proteina recombinante en
semillas y tubérculos, facilitando su conservacion, transporte y distribucion. El capital de
inversion inicial y el costo para el aumento en la escala de produccion son relativamente
bajos, los mecanismos de sintesis y modificaciones posteriores son los propios de las
células de mamiferos, permitiendo la produccion y ensamblado de proteinas multiméricas
como los anticuerpos. Otro beneficio es que gozarian de una mayor aceptacion publica que
la utilizacién de animales transgénicos (Bravo et al., 2005).

Por otra parte, también hay que mencionar que existen ciertos inconvenientes con los
sistemas de plantas, en algunos casos es largo el tiempo requerido desde el evento de la
transformacion inicial hasta el momento de tener cantidades utilizables (de mg a g) de
anticuerpo, (esto puede tomar dos afios para cultivos tales como tabaco y en otros 3 afios
para especies como el maiz y el platano). No existe glucosilacion a las proteinas resultantes
cuando son producidas en el cloroplasto. Otra preocupacion en torno a la expresion de
terapéuticos humanos en cultivos de plantas, es el flujo de genes (via polen) a cultivos de
alimentacién que se encuentran a su alrededor, como lo es, por ejemplo, lo que ocurre entre
los campos de canola transgénica expresando genes de resistencia a herbicidas, aunque
esto se puede evitar precisamente con la transformacion de cloroplastos (Franklin y
Mayfield, 2004).

1.7 Chlamydomonas reinhardtii como biorreactor para la produccién de proteinas

recombinantes.

La biotecnologia aplicada a las microalgas ha logrado importantes avances en los Gltimos
afos debido al desarrollo de nuevas tecnologias y varios ejemplos en aplicaciones
biotecnoldgicas de microalgas han mostrado ser una promesa significativa. La mayor parte
de los avances en ingenieria genética de microalgas se han realizado en C. reinhardtii
mediante el uso de la transformacion tanto nuclear como de cloroplasto. C. reinhardtii es

considerada como un buen biorreactor para la produccion de muchas proteinas
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recombinantes importantes, incluyendo anticuerpos, proteinas terapéuticas, vacunas,

enzimas y aditivos (Yan et al., 2016).

C. reinhardtii ha servido como modelo de estudio en genética y como organismo modelo
para mecanismos de expresion de genes regulados por luz y nutrientes, asi como el
ensamble y funcion de flagelos (Franklin y Mayfield, 2004). Esta alga tiene muchos atributos
para la produccion de proteinas recombinantes, por ejemplo, los ADN de nucleo, cloroplasto
y mitocondria pueden ser facilmente transformado, ademas de que se encuentran
secuenciados (Spech et al.,, 2010) y existe un tiempo relativamente corto entre la
generaciéon de transformantes iniciales y el escalamiento de la produccién de PRs. Crece
mucho mas rapido a un rango de duplicar el nimero de células en ocho horas, bajo
condiciones de fotoperiodo (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) (Franklin y Mayfield,
2004). Ademas, C. reinhardtii puede ser cultivada heterotréficamente (en oscuridad
utilizando acetato como fuente de carbono), mixotréficamente (luz mas acetato) y
fototréficamente (con luz y con CO2 como fuente de carbono). Otro aspecto importante es
la capacidad de crecer en cultivos que van de unos pocos mililitros a 500, 000 litros en

contenedores de manera costo-efectiva (Mayfield, 2003; Harris, 2001).

Por otra parte, el cloroplasto ha mostrado la capacidad de plegar correctamente y
ensamblar complejos proteicos de mamiferos. Ademas como el alga no tiene polen no hay
potencial para la introduccion de transgenes dentro de cultivos de alimentacion (Fletcher et
al., 2007).

Las microalgas verdes, entre ellas C. reinhardtii, caen dentro de la categoria de GRAS, lo
gue significa que no son toxicas, algunas incluso se pueden comer, y por lo tanto
representan una fuente potencial de proteinas terapéuticas de uso oral, quiza con poco o
nula purificacion. Estos atributos puede hacer a C. reinhardtii como un sistema atractivo
para la expresion de proteinas terapéuticas humanas (Purton et al., 2013; Manuell y
Mayfield, 2007; Franklin y Mayfield, 2004;).

Ademas de los aspectos mencionados anteriormente, C. reinhardtii puede producir
proteinas recombinantes a bajos costos de produccion y con una capacidad de produccion
a escala; esto representa una mayor eficiencia que otros sistemas de expresion (Barrera y
Mayfield, 2013).
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1.7.1 Proteinas recombinantes producidas en Chlamydomonas reinhardtii

Como se menciond anteriormente los trabajos de investigacion y de la produccion de
proteinas recombinantes de C. reinhardtii se ha llevado acabo tanto en nacleo como en
cloroplasto. En el cuadro 1.2 se muestra solo algunas de estas proteinas. En el caso de la
T-ADN de

Agrobacterium tumefaciens portando los genes que codifican para la B-glucorunidasa

transformacién nuclear, se ha reportado la transferencia exitosa del
(uidA), la proteina verde fluorescente (gfp) y la higromicina fosfotransferasa (htp) (Kumar et
al., 2003), pero ha sido el cloroplasto quien ha alcanzado mayor atencién, principalmente

porque se ha demostrado que la acumulacion de proteinas en este organelo es factible

(Almaraz-Delgado et al., 2014).

Cuadro 1.2 Proteinas recombinantes producidas en C. reinhardtii.

Sitio de i ] . Niveles de )
., Proteina recombinante Aplicacion y Referencia
transformacion expresion
. Secrecion y .
Nucleo Eritropoyetina (EPO) VEIEIE PEIEY & acumulacion de Sl
anemia et al., (2009)
100 pg/L
AMAL (Apical Major
. Antigen), GBSS Vacuna contra la Dauvillée et al.,
Ndcleo malaria NR (2010)
(Granule-Gound
Starch Synthase)
) Xilanasa 1 _unlda_al - _ ~100 veces que la Rasale et al.,
Nucleo gen de resistencia Enzima industrial construccion no (2012)
ble2A ligada.
Acumulacion de la
Cloroplasto Aloficocianina anticancerigeno proteina de 2-3% Su et al., (2006)
del TSP
M-SAA (mammalian
coding region of Profilaxis contra Manuell et al
Cloroplasto bovine mammary- infecciones entéricas >5% TSP (2007) o’
associated serum por bacterias
amyloid)
Acido glutamico
Cloroplasto descarboxilasa Vgicgjbnea:ecsogtrg Ila 0.25-0.3% TSP Wagggg)al.,
humana (hGADG65) P
' ' Vlacuila cgntra el Acumulamon de Surzycki et al.,
Cloroplasto VP28 (Viral protein 28) virus “White spot proteina >21% del
7 (2009)
syndrome TSP
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Industrial
Gen de la fitasa agropecuaria o Yoon et al.,
Cloroplasto (appA) de E. col 3.7% TSP (2011)
(alimentacién animal)
. Industria
Gen de la fitasa PhyA .
Cloroplasto mE228K de agropecuaria NR EVFESIO 1eé)al.,
RTINS T (alimentacién animal)

NR= no reportado; TSP (proteina soluble total por sus siglas inglés)

Ademas de las proteinas mencionadas en el cuadro 1.2, también se han expresado en el
cloroplasto de C. reinhardtii proteinas que son de importante aplicacién en la salud humana
y en aplicaciones veterinarias, algunas de estas proteinas son: la proteina VP1 (del virus
de la fiebre aftosa) unida a la subunidad de la toxina B del célera (Sun et al., 2003), la
proteina soluble humana TRAIL (factor de necrosis tumoral relacionados con la induccion
de apoptosis ligando) (Zonggi et al., 2006), la proteina disefiada como anclaje fusionada a
la proteina enddégena Rubisco (Muto et al., 2009), la proteina de bovino asociada con el
suero amiloide (encontrado mayormente en el calostro de los mamiferos) (Manuell et al.,
2007) y el anticuerpo Isc (un anticuerpo de una cadena larga simple) que actta sobre la
glicoproteina D del virus del herpes simple (Mayfield et al., 2002).

Algunas de la estrategias para obtener una mayor acumulacion de proteinas recombinantes
en C. reinhardtii han sido la optimizacién del uso del codén y de la secuencias reguladoras

como los promotores y las regiones no traducibles 5" y 3".

El genoma del cloroplasto de C. reinhardtii muestra una fuerte tendencia en el uso del
coddn, con preferencia de A o T en la tercera posicion del triplete de aminoacidos, (Franklin
et al., 2002). Varios de los trabajos hechos en el cloroplasto de C. reinhardtii han confirmado
el impacto que tiene optimizar los codones de los transgenes para tener un incremento en

la acumulacion de la PRs (Rosales-Mendoza et al., 2012).

Franklin y colaboradores (2002), realizaron estudios donde se sintetizdé de novo el gen de
la proteinas reportera GFP (proteina verde fluorescente) con el uso del codén optimizado
(GFPct). Este gen fue evaluado en contra de un gen de GFP, el cual resultaba en la misma
secuencia de aminoacidos pero que no fue optimizado con el uso del codén, dando como
resultado una acumulacién de 80 a 100 veces mas de proteina para GFPct. Estos

resultados indicaron que el uso del codon tiene fuertes efectos sobre la expresion de
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proteinas heterdlogas en C. reinhardtii. Estudios similares fueron realizados por Mayfield y
colaboradores (2004), donde desarrollaron el gen reportero que codifica para la proteinas
luciferasa AB, con el codon optimizado para el cloroplasto. Ellos generaron el gen luxCt, el
cual permitié la visualizacion in situ de la proteina recombinante expresada en el cloroplasto
con relativa facilidad. Estas proteinas reporteras han sido fuertes herramientas para
examinar la expresion del gen del cloroplasto y seguirdn siendo herramientas de gran valor
para descubrir y optimizar la expresion de proteinas recombinantes por diversos promotores
y UTRs en el cloroplasto de C. reinhardtii (Fletcher et al., 2007; Mayfield et al., 2004;
Mayfield y Franklin, 2004; Franklin et al., 2002).

La expresion de genes en el cloroplasto de C. reinhardtii es principalmente regulada
postranscripcionalmente y por una serie de elementos de ARN, que se encuentran en la
region del promotor y en cualquiera de las regiones 5’ 6 3’ no traducibles (UTRs) de ARNms
plastidicos (Rosales-Mendoza, 2012; Barnes et al., 2005). Los promotores y sus respectivos
UTRs, utilizados en el cloroplasto de C. reinhardtii son rbcL, atpA, psbD y psbA (Surzycki
et al., 2009; Manuell et al., 2007).

Con las caracteristicas mencionadas anteriormente, C. reinhardtii muestra muchas ventajas
comparadas con los sistemas convencionales de expresion de proteinas recombinantes.
Dentro de las proteinas que se pueden expresar en cloroplasto de C. reinhardtii se
encuentras las enzimas que son de gran interés actual, las enzimas que son utilizadas como
aditivos alimenticios, ya que al ser una microalga clasificada como segura (GRAS) ésta se
puede utilizar de manera directa en los piensos sin que represente algin dafio para los
animales, ademas de contribuir adicionalmente, con un alto valor nutricional por los lipidos,

carbohidratos y proteinas que la célula posee (Erpel et al., 2016).

Yoon y colaboradores (2011) lograron la produccion de la fitasa appA de Escherichia coli
en el cloroplasto de C. reinhardtii, con un rendimiento de 10 U de fitasa por gramo de
materia seca. Este rendimiento es considerado bajo, cuando se compara con su contraparte
enddgena, la cual produce de 811,000 a 1,800,000 U de fitasa por gramo. La diferencia en
el rendimiento proteico podria deberse a que la proteina original cuenta con un péptido

sefial al periplasma que podria estar involucrado en proporcionar estabilidad a la proteina.
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En un estudio realizado recientemente por Erpel y colaboradores (2016), se transformé el
cloroplasto de C. reinhardtii con el gen PhyA de Aspergillus niger (codén optimizado
mME228K) con un rendimiento de 5 U de fitasa por gramo de biomasa seca a pH 3.5y 37
°C. Estas condiciones son similares y econdmicamente competitivas para su uso en
actividades comerciales. Las recomendaciones de productos comerciales para el uso de la
fitasa en alimentos de cerdos y pollos estan cerca de 250-500 unidades por kg de pienso.
Esto significaria que se deberia usar de 50-100 g de microalga liofilizada por cada kg de

pienso.
1.8 Enzimas fitasas
1.8.1 Caracteristicas generales de las fitasas

Las proteinas fosfatasas son un grupo diverso de proteinas que se clasifican en funcién de
sus especificidades de sustrato (Barford, 1995). Las fosfatasas se agrupan en cuatro
grandes grupos, con base en los dominios 0 secuencias que les confieren una firma
caracteristica y a la preferencia por un sustrato. El primer grupo corresponde a las
fosfoproteinas fosfatasas (PPP), el segundo grupo a las fosfoproteinas metalodependientes
(PPM), el tercero a las fosfatasas de proteinas de tirosina (PTP) y finalmente el cuarto a las

aspartato fosfatasas (Moorhead et al., 2009).

Las fitasas (mio-inositol hexafosfato hidrolasas) son una clase especial de fosfatasas que
catalizan la hidrdlisis secuencial de fitato a derivados de mioinositol menos fosforilados y
fosfato inorganico. Las fitasas se utilizan como aditivo para la alimentacion animal para
mejorar la biodisponibilidad de fosfato y para reducir la pérdida de fosfato y cationes
divalentes a partir de fitato (Angel et al., 2002). Las fitasas catalizan la escision de fosfato
paso a paso de acido fitico (IP6) o fitato (derivado del acido fitico en forma de sal) a inositol
y ésteres de fosfatos (IP5-1P1) y fosfato inorganico (figura 1.3). Un nimero de genes de
fitasa y proteinas han sido identificados a partir de plantas y microorganismos, incluyendo
bacterias, levaduras y hongos. La primera y probablemente, la mejor caracterizada es la
fitasa de Aspergillus niger PhyA que est& codificada por un fragmento de ADN de 1,4 kb y
tiene una masa molecular de 80 kDa, con 10 sitios N-glucosilacion (Oh et al., 2004). El
promedio de la masa molecular de las fitasas microbianas es mas pequefia que las fitasas

fungicas (40-50 vs 80-120 KDa), principalmente se debe a la diferencias de glucosilacion.
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La masa molecular de las fitasas de plantas aisladas de maiz, trigo, lupino, avena y cebada
estan en un rango de 47 a 76 KDa (Lei y Porres, 2003).

Ca?*
3- 2+

+ PO, + Fe”
Zn?t

Figura 1.3 Hidrdlisis del fitato por las fitasas en inositol, fosfato y otros elementos divalentes. Tomado

de (Mukhametzyanova et al., 2012).
1.8.2 El sustrato: Acido fitico

El fitato (mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis fosfatos; IP6) es la principal forma de almacén de
fésforo, inositol y una variedad de minerales en plantas, representando aproximadamente
75-80% del total del fésforo en las semillas. Durante la maduracion, cereales y semillas de
leguminosas acumulan una cantidad sustancial de &cido fitico (Lei y Porres, 2003). En la
naturaleza, el fitato existe principalmente como un complejo fitato-metal con cationes
nutricionalmente importantes tales como el Ca?*, Zn?* y Fe?*. Los animales monogastricos
son incapaces de utilizar el fitato porque poseen poca o nula actividad de fitasa en su tracto
digestivo (Oh et al., 2004). El fitato puede existir en una forma libre de metal o en complejo
de metal-fitato, dependiendo del pH de la solucién y la concentracion de cationes metalicos.
A pH &cido, la protonacion de los grupos fosfato del fitato genera la forma libre de metal. A
pH neutro, en contraste, la desprotonacion de los grupos fosfato del fitato mejora la afinidad

por cationes metdlicos divalentes (figura 1.3) y forma asi, complejos metal-fitato con
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cationes metdlicos divalentes, en su mayoria Mg?* y Ca?* Por lo tanto, el fosfato inorganico
se afiade con frecuencia a su alimentacion para facilitar el crecimiento 6ptimo para estos
animales. Este hecho podria estimular la proliferacion de algas y la eutrofizacion de las
aguas superficiales, debido al alto contenido de fitato y fosfato inorganico en la excrecién
de los animales. Ademas, el fitato actia como un factor anti-nutricional por efecto quelantes
de cationes divalentes (es decir, hace unién con ellos y por esa razén ya no pueden ser
utilizados) y la prevencién de la absorcion de minerales, tales como el Ca?*, Zn?* y Fe?* (Oh
et al.,2004).
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Figura 1.4 Efectos del pH y cationes metdlicos divalentes en la naturaleza fisiologica de fitato. A) El
fitato existe como fitato libre de metal o un complejo de metal-fitato, dependiendo del pH y de los
cationes de metales divalentes. El grado de unién depende de pH y de la presencia de cationes
metdlicos divalentes. Ademas, a pH &cido y alta concentracion de cationes, se forma un complejo de
metal-fitato debido a la interaccion electrostatica directa. B) Los cationes metdlicos divalentes se
unen especificamente a los grupos fosfato del fitato, en funcién de los radios iénicos de los cationes
metalicos. La formacién del complejo metal-bidentado prefiere cationes metalicos (tomado de Oh et
al., 2004).
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1.8.3 Clasificacién de las enzimas fitasas

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada y la Unién Internacional de Bioquimica
(IUPAC-IUB, por sus siglas en inglés) distinguen dos clases de enzimas que degradan el
fitato, la 3-fitasa (E.C.3.1.3.8) y la 6-fitasa (EC 3.1.3.28), iniciando el desfosforilacion en las
posiciones 3 y 6 de fitato, respectivamente (Haefner et al., 2005).

El nimero de enzimas descrito como fitasa o enzimas que degradan el fitato, se ha
incrementado en la dltima década. Sin embargo, no todas estas enzimas son
estructuralmente similares ni tampoco todos los grupos fosfato son escindidos de

fitato con el mismo mecanismo.

Las fitasas se pueden clasificar de acuerdo al pH al que actldan en &cidas, neutras 6
alcalinas y de acuerdo a su estructura. En esta Ultima clasificacion, se conocen cuatro
clases principales de fitasas. 1) Fosfatasas acidas de histidina (HAP): son caracteristicas
de los hongos y bacterias como E. coli. Comparten la misma secuencia para el sitio activo
(RHGXRXP), un dipéptido catalitico y 10 residuos de cisteina. 2) Fitasas R3-propela (BPP):
se encuentran principalmente en bacterias del género Bacillus, y tienen una arquitectura de
propela formada por seis laminas y seis sitios de unién a Ca?*en cada molécula de proteina,
por lo que la actividad enzimética es dependiente de Ca?*. 3) Fosfatasas acidas purpura
(PAP): son caracteristicas de las plantas, aunque se han encontrado en bacterias, hongos
y animales, se encuentran como unaglucoproteina homodimérica, con un sitio activo de Fe
(11)-Zn(Il) o Fe(llN)-Mn(l1), lo cual le proporciona el color purpura caracteristico de este tipo
de enzimas (Puhl et al., 2007; Mullaney y Ullah 2003; Li et al., 2002). 4) Proteinas fosfatasas
de tirosina (PTP): llamadas asi por su similitud con este tipo de proteinas, ya que contienen
en su secuencia aminoacidica la firma caracteristica de las PTP (HCEAGVGR). La primera
fitasa de clase PTP fue aislada a partir de la bacteria anaerdbica ruminal Selenomonas
ruminiantum. Se les ha dado también el nombre de fitasas de cisteina, ya que su sitio activo
se encuentra cercano a un residuo de cisteina conservado que forma una horquilla, que

funciona como sitio de unién al P (P-loop) (Huang et al., 2011; Chu et al., 2004).
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1.8.4 Aplicacion de las fitasas en biotecnhologia

Hasta ahora, las fitasas han sido principalmente, si no es que exclusivamente, utilizadas
como un suplemento alimenticio en dietas para cerdos en gran medida y las aves de corral,
y en cierta medida de los peces. Numerosos experimentos de laboratorios y pruebas de
campo han demostrado que 500 a 1000 unidades de fitasa pueden reemplazar
aproximadamente 1 g inorgéanico de fosforo como suplemento y reducir el total de fosforo
excretado en un 30-50% (Liu et al., 1997, Yi et al., 1996). Por lo tanto, los beneficios de la
fitasa son de dos tipos: evitar mayor inversion en las cantidades de pienso suministrado y
disminuir la explotacién de fuentes de los recursos de fésforo inorganico no renovable,
mediante la reduccidn de la necesidad de su inclusion en las dietas animales, ademas de
contribuir con la disminucién del impacto negativo al medio ambiente frente a la
contaminacién excesiva por escorrentia de fosforo del estiércol (Lei et al., 1994; Sandberg
et al., 1993).

Si la conciencia ambiental sobre la elevada contaminacion procedente del fésforo de los
residuos animales cre6é la necesidad de utilizar fitasas, la biotecnologia ha llevado
su rapido desarrollo a la etapa actual. A pesar de que fitasa se demostré inicialmente para
hidrolizar el fosforo del fitato, en dietas para pollos hace mas 30 afios (Nelson
et al. 1976), la aplicacion comercial no habia sido factible por muchos afios, debido a la baja
actividad de produccion y el alto costo de los sistemas convencionales de fermentacién de
la fitasa. Con el desarrollo de sistemas de expresion heterdlogos, grandes cantidades de la
enzima pueden ser producidos para usarse en la alimentacion animal a costos

relativamente bajos (Lei y Porres 2003).
1.8.5 Fitasas comerciales

Las fitasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, se pueden encontrar
en animales, plantas y microrganismos. La mayoria de los trabajos cientificos se han hecho
con fitasas microbianas. Actualmente, la mayor parte de las fitasas producidas para la
comercializacion, son enzimas modificadas genéticamente y producidas en hongos
filamentosos recombinantes, entre ellos Aspergillus niger (comercializado por Natuphos,
Novo phytase y Finase). La informacién genética usada para la obtencién de las fitasas

hechas por Natuphos y Novo phytase procede especificamente del Aspergillus ficuum, con
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posterior transferencia a Aspergillus niger o al Aspergillus oryzae, respectivamente (Haefner
et al., 2005).

La utilizacion de las fitasas en la industria de piensos, se ha visto favorecida por lo atractivo
de sus precios (descenso de los costos de produccién por la aplicacién de la biotecnologia),
la mejora en la utilizacion de una variedad de nutrientes (minerales, amino&cidos, etc.), el
aumento del rendimiento animal (carne) y la disminucién del grado de contaminacion

ambiental (menor eliminacion de efluentes) (Dahiya, 2016).
1.8.6 Fitasa de Selenomonas ruminantium

La proteina PhyA de una bacteria ruminal, Selenomonas ruminantium es una proteina de
la clase de proteinas fosfatasas de tirosina, contiene en el sitio activo una secuencia motivo
(HCX5RS/T) (Gruninger et al., 2008). Esta enzima fue caracterizada bioquimicamente,
dando como resultado una actividad en un rango de pH que va de 4.0 a 6.0, a una
temperatura de 37 °C en la cepa silvestre de S. ruminantium (Cheng et al., 1999). Su peso
molecular es de aproximadamente 39 KDa y su punto isoeléctrico (pl) calculado es de 8.54.
Los pardmetros cinéticos de esta enzima son Keat () de 264 + 19, K, (UM) de 425 + 28 y
Kea Km (UMY/s1) de 621 + 61 (Puhl et al., 2007).

Esta enzima ha sido sobre expresada de manera recombinante en semillas de arroz,
observandose actividad en un rango de pH que va de 3.0 a 5.5 con dos picos de actividad
optima en 3.0 y 5.0. La temperatura 6ptima en este caso fue de 60 °C (Hong et al., 2004).
Estas caracteristicas la hacen muy atractiva para ser utilizada en aplicaciones industriales,
como la alimentacién animal de los animales monogastricos, en los cuales el pH de sus
estdbmago se encuentra entre 2.0 y 3.0, en tanto que el pH de su intestino delgado esta
entre 4.0y 7.0 (Cheng et al., 1999).

Otras enzimas utilizadas cominmente en la alimentacién animal presentan actividad en un
rango muy restringido de pH, por lo que su actividad se restringe a una zona en especifico
del aparato digestivo. Aunque parametros de pH y temperatura mencionados anteriormente
la hacen atractiva para su uso en la alimentacion animal, el rendimiento obtenido tan solo
fue del 0.5 % de proteina soluble total (PST), el cual no cumple con el 1 % necesario para

qgue una PR sea viable para su comercializacién (Kusnadi et al., 1997). Por esta razon, es
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importante analizar otros sistemas de expresion que permitan obtener mejores resultados
y tal es el caso de C. reinhardtii para tratar de alcanzar el porcentaje de proteina necesario

para su comercializacion.

Se han expresado dos fitasas en C. reinhardetii, la primera fue la fitasa (AppA) de E. coli por
Yoon y colaboradores en el 2011 y la segunda fitasa fue PhyA mE228K de Aspergillus
niger por Erpel y colaboradores en el 2016. Las caracteristicas de estas proteinas se

muestran en el cuadro 1.3.

Cuadro 1.3 Proteinas fitasas expresadas en C. reinhardtii.

) Peso
Organismo

molecular pH Optimo Temp. Optima Referencias

donador
kDa

Escherichia coli
47 4.5 60 °C Yoon et al., 2011
AppA

Aspergillus niger Erpel et al., 2016;
49 3.5-5.5 65 °C ;
PhyA mE228K Lei et al., 2013

Fitasa presentada en este trabajo

SEELIGES

Puhl et al., 2007;
ruminantium 39 4.5-5.5 60 °C ;

Lei et al., 2013

PhyASr

24



1.9 JUSTIFICACION

1.9 JUSTIFICACION

La relevancia biotecnoldgica de las enzimas fitasas como complemento nutrimental en la
industria agropecuaria (avicola, porcicola y piscicola), para aumentar el aprovechamiento
del P en los granos y harinas que se usan como alimento se ha incrementado
recientemente. Se sabe que el uso de estas enzimas como complemento alimenticio, es
dirigido a la desfosforilacion del IP6, dando como resultado el Pi que puede ser asimilado
con mayor facilidad para los animales monogastricos, repercutiendo en una mayor ganancia
de peso de los animales. Otro resultado del uso de estas enzimas, es la reduccién en la
excrecion del P al medio y por lo tanto la disminucién de la contaminacién del suelo y agua
con el exceso de nutriente. Las fitasas, al igual que muchas otras proteinas utilizadas en la
industria agropecuaria, ya se producen en sistemas de expresién convencionales para su
comercializacién. Sin embargo, es deseable obtener un sistema de expresion, que nos
permita obtener estas enzimas a un bajo costo de inversién, mayor rendimiento, sin riesgo

de manejo y contaminacion, que pueda estar al alcance adquisitivo de mas personas.

Por otra parte, como bien se sabe, C. reinhardtii presenta ventajas que la hacen atractiva
como biorreactor para la produccién de PR. En la actualidad existen ejemplos de la
produccion PRs en el cloroplasto de C. reinhardtii, donde la mayoria son de interés médico,
pero hay muy pocos ejemplos de proteinas técnicas destinadas a la industria agropecuaria.
Dada la relevancia de las fitasas para esta industria, la producciéon de una fitasa en el
cloroplasto de C. reinhardtii podria ser una buena alternativa para su uso como aditivo
alimenticio, ya que esta microalga posee caracteristicas que permitiran la expresion de

proteina de manera correcta y de una manera mas econémica.

Por lo tanto, en este trabajo se llevé a cabo la transformacién del cloroplasto de C. reinhardtii
con una construccion de expresion con el gen phyASr, que codifica para una fitasa, de la
bacteria ruminal Selenomonas ruminiantum y se evalué la expresion del gen en las lineas

transplastomicas homoplasmicas.
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1.10 HIPOTESIS

El cloroplasto de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii transformado con el gen
phyA que codifica para una fitasa de la bacteria Selenomonas ruminantium, permitira la
expresion heterdloga de este gen.

1.11 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la integracion y expresion del gen phyA de Selenomonas ruminantium en el

cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.

1.11.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar lineas transplastomicas de C. reinhardtii con el gen phyA de la bacteria

Selenomonas ruminantium.

2. Evaluar la homoplasmia de la lineas transplastémicas de C. reinhardtii transformadas

con el gen phyA de la bacteria Selenomonas ruminantium.

3. Evaluar la expresion del gen phyA en las lineas transplastomicas homoplasmicas de C.

reinhardtii.
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1.12 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 1.5 se presenta la estartegia experimental general del presente trabajo.

e H .

pchphy (11732)

= TRANSFORMACION DEL
[ HLENDDIDE ] ------- > CLOROPLASTO
TRANSFORMACION ChPhy DE C.reinhardtii POR
BIOBALISTICA
e e
1
v
EVALUACION DE
TRANSFORMADAS
e e
: ¥
EXTRACCION CARACTERIZAION DE
DE ADN LINEAS RESULTANTES
1
1 1
1 1
Yo e [ ,
1
SOUTHERN BLOT ¥

1
1
A
l CONTEO CELULAR I | BIOMASA SECA I

Figura 1.5 Estrategia experimental general.
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CAPITULO I

CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepay cultivo de C. reinhardtii

La cepa silvestre de C. reinhardti 137c (mt+), del Centro de Chlamydomonas
(www.chlamy.org) fue originalmente proporcionada por la Dra. Elizabeth Harris (Universidad

de Duke, Durham, Carolina del Norte USA). C. reinhardtii fue cultivada bajo condiciones de
fotoperiodo 16h-8h (luz/oscuridad) a una temperatura de 25°C en medio TAP (Tris-Acetato-
Fosfato) (Gorman y Levine, 1965). El cultivo en medio semisdlido se realizé en cajas de
Petri con un volumen de 25 mL de TAP y agar bacteriolégico al 1.5% (P/V). El cultivo en
medio liquido se realiz6 en matraces de 250 mL de capacidad con un volumen de 50 mL
de medio, en agitacion constante a 100 rpm en un agitador orbital marca Thermo Scientific
modelo MAXQ 4450. El medio de cultivo (semisélido 6 liquido) se esterilizd por autoclave;
cuando se requiri6 medio TAP con antibibtico, éste se afiadid en condiciones asépticas
después de la esterilizacion del medio. El antibiético utilizado fue espectinomicina a una
concentracion de 150 pg/mL. El medio TAP y sus componentes se describen en el anexo
Al

2.1.1 Conteo celular

Para calcular el nimero de cel/mL se us6 la camara de Neubauer (hemocitbmetro). Se usé

el siguiente procedimiento:

Se recolectaron 900 pL del cultivo de células con 100 pL de una solucion de yoduro de lugol
al 10% (P/V), para fijar la muestra, colocandola por cinco minutos en el orbitador a 100 rpm,

tomando 15 yL de la muestra fijada para el conteo.

Posteriormente, se contaron todas las células contenidas en los cinco campos visuales
situados en la cuadricula pequefa, siguiendo siempre las manecillas del reloj. Se realizaron
dos conteos por muestra (uno por camara) y se obtuvo el promedio. Se hicieron los calculos
para determinar nimero de células por mL de cultivo de la manera siguiente, usando el

promedio del conteo (nUmero de células):
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Figura 2.1 A) Parte central de la Camara de Neubauer; B) Divisién de la celda de la caAmara en los

cinco campos visuales utilizados para realizar el conteo de las células de C. reinhardtii.
Formula:

C=(N) (50000) (F)

C = cantidad de cel/mL

N = promedio de numero de células contadas.

F = factor de dilucién

2.2 Plasmidos de transformacion

2.2.1 Vector pChPhy

El vector pChPhy fue proporcionado por Rivera-Solis (2011) y esta conformado por un
plasmido esqueleto (pUC18) que contiene el gen de resistencia a ampicilina, la region de
recombinacion homéloga de ~3.5 Kb (RRH1), una construccibn de expresion que
comprende a laregion P+5’UTR del gen rbcL del cloroplasto de C. reinhardtii, el gen aadA
que codifica para el gen de resistencia estreptomicina adeniltransferasa, la region 3’'UTR
del gen rbcL del cloroplasto de C. reinhardtii y la regién de recombinacién homdloga de
~2.0 Kb (RRH2). Por otro lado, contiene la secuencia de la fitasa de Selenomonas
ruminantium que fue clonada bajo la regulacion del P+5’UTR de atpA y la region 3’'UTR de
psbA. Ademas, la secuencia de la fitasa de S. ruminatium fue clonada incluyendo a la
péptido sefal, la bandera de purificacion FLAG, la cual ha sido usado previamente para la

purificacion de proteinas producidas en el cloroplasto de C. reinhardtii. La estructura del
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plasmido pChPhy vy los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion de EcoRl,
BamHlI, Notl, Sall, EcCoRV y Sphl, se muestra en la figura 2.2.

EcoRl BamHI Notl- Sall EcoRV  Sphl

l
=T

pChPhy (11732 Kb)

Figura 2.2 Esquema estructural del plasmido pChPhy. En el esquema se muestran los sitios de

reconocimiento de las enzimas de restriccion EcoRI, BamHlI, Notl, Sall, EcoRV y Sphl.
2.2.2 Vector pRH12A

El vector pRH12A fue proporcionado de igual manera por Rivera-Solis (2011) y esta
formado de manera similar que el pChPhy con la excepcion de la construcciéon P+5'UTR
del atpA, el gen phyA y el 3’'UTR del psbA. Solo contiene la construccion de la region
P+5’UTR del gen rbcL, el gen aadA y la regién 3'UTR del gen rbcL, asi como las regiones
de recombinacion homéloga RHH1 y RHH2. La estructura del plasmido pRH12Ay los sitios
de reconocimiento de las enzimas de restriccion de BamHI, EcoRV, se muestra en la figura
2.3.

BamHI EcoRV

pRH12A (9.6 Kb)

Figura 2.3 Esquema estructural del pldsmido pRH12A. En el esquema se muestran los sitios de

reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRV.

Se multiplicé y purifico cada plasmido a utilizar, como se describe en el anexo G. Se empleo
el cultivo de la bacteria E. coli DH10B en cajas de Petri con medio LB semisdlido 6 en tubos
de ensayo con medio LB liquido (anexo A.2), o en medio SOC (anexo A.3). El cultivo de de

E. coli, se empled para la multiplicacion de cada pladsmido a utilizar.
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2.3 Obtencidn de lineas transplastomicas de C. reinhardtii mediante biobalistica

Se realiz6 la obtencion de las lineas transplastémicas de C. reinhardtii, mediante
biobalistica. Las células bombardeadas fueron crecidas en medio TAP con el agente de
seleccién (espectinomicina 150 pg/mL) por aproximadamente 10 dias, una vez que las
colonias resultantes de la transformacion comenzaron a crecer, se tomaron e inocularon en

medio liquido TAP/espectinomicina y se colocaron en agitacion por siete dias.

Pasando este tiempo, se tom6 muestra para contar y para extraer el ADN como se describe
en el anexo C. ElI ADN obtenido se utilizé para detectar la presencia del gen phyAsr por
medio de Southern blot como se describe en el anexo E. Para detectar la presencia del gen
phyASr se realizé una doble digestién con las enzimas Ncol y Sall, la sonda utiliada en este
experimento fue la sonda phy. Para detectar la homoplasmia solo realizé una sola digestiéon
con la enzima Ncol, ya que esta enzima corta en dos puntos del genoma cerca de las
regiones de recombinacion homéloga, en ambos casos el plasmido pChPhy (5 ng/uL) fue
linearizado con Sall como control positivo. La sonda utilizada para este experimento fue la
RRH1.

2.4 Caracterizacion de la acumulacion celular y de biomasa seca

Parte de los analisis de estas lineas tranplastomicas y homoplasmicas es el conteo celular
y la biomasa seca. Para ello se inocularon matraces de 250 mL con 50 mL de TAP y el
agente de seleccidon espectinomicina (150 pg/mL), con una colonia de las lineas
transplastomicas/homoplasmicas y se colocaron en agitacion por siete dias. Posteriormente
se realiz6 un conteo de células para inocular los matraces, por triplicado, con 50 mL de
TAP y el agente de seleccion espectinomicina (150 pug/mL). Cada uno de ellos se inoculé
con 10,000 cel/mL de cada una de las lineas transplastomicas y de igual manera se
inocularon los tres matraces para cepa silvestre. A los siete dias de crecimiento se tomd
una muestra para realizar el conteo de cada una de ellas, como se especifica en el apartado
2.3. La otra parte del cultivo se recupero a través de centrifugacion a 3200 g por cinco
minutos a 4 °C y se procedié a liofilizarlas por 48 horas en un equipo de FreeZone
4.5/LABCONCO. La biomasa obtenida fue pesada y se consider6 como peso seco. Las

muestras se mantuvieron en el desecador.
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2.5 Transformacién del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii mediante

biobalistica

Se obtuvo un cultivo de C. reinhardtii en medio TAP liquido y a los siete dias (fin de la fase
exponencial) se calcul6 la densidad celular (cel/mL), mediante conteo celular usando una
camara de Neubauer, como se describid anteriormente. Se tomo la cantidad de cultivo
necesaria para concentrar 491 X 10 ® células por centrifugacion a 3220 g por cinco minutos
a 4 °C. En campana de flujo laminar, se resuspendié la pastilla resultante en 1.5 mL de
medio TAP liquido y se sembraron 300 pL (aproximadamente 98.2 X10 ° células) en cada
caja de Petri con medio TAP semisélido. Con la ayuda de un asa de siembra se dispersaron
las células en el centro del caja asegurandose que no se concentraran en ninguna parte, y

se dejaron secar justo hasta que ya no se corriera el medio al inclinar la caja.

Se sembraron cinco cajas de Petri, tres se usaron para los experimentos de bombardeo
con el plasmido y dos como controles. Uno de los controles fue para la cepa 137 (mt +)
usada en los experimentos y que no se bombarde6 y se sembrd posteriormente en medio
sin antibiético para confirmar que la linea se encontraba en buenas condiciones y
presentaba buen crecimiento. El otro control fue para el antibidtico y tampoco fue
bombardeado, por lo que el cultivo debia morir por completo al ser sembrado en medio de

seleccion con espectinomicina (150 pg/mL).

Para los experimentos de bombardeo por biobalistica se usaron microparticulas de oro (0.6
um de diametro, BioRad), las cuales fueron recubiertas con el pldsmido pChPhy vy el
plasmido pRH12A (que fue el control vacio) siguiendo un protocolo basado en Daniell et al.,
(2005) con algunas modificaciones como se describe a continuacién. Cabe sefialar que
todo este proceso se llevé a cabo en una campana de flujo laminar. La suspension de oro
se prepar6 como se describe en el anexo B.3, se homogeniz6 por agitacion usando un
vortex y se agregaron los componentes siguientes, mezclando vigorosamente por cinco
segundos en un vortex después de afadir 2.99 pg del plasmido pChPhy y 2.79 ug del
plasmido pRH12A (como ambos plasmidos contienen el gen de seleccién aadA, no fue
necesario agregar otro plasmido para una co-transformaicon), 50 pL de CaCl,-2H,0 (2.5
M), 20 pL de espermidina (0.1 M). Posteriormente se incubd la muestra en hielo por 20
minutos con agitacion cada cuatro minutos en un vortex. Al finalizar la incubacion, se
afadieron 200 puL de etanol absoluto a temperatura ambiente, se homogeniz6 en un vortex

por cinco segundos, se centrifugd a 13000 rpm por 45 segundos, y se removio el
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sobrenadante. Se repitié este paso cuatro veces y al final se resuspendié la pastilla en 30
UL de etanol absoluto, y se mantuvo en hielo hasta su uso. Para el bombardeo se

depositaron 5 L de la solucién de microparticulas en cada membrana macroacarreadora.

El bombardeo de las muestras de C. reinhardtii se llev6 a cabo en una camara de
biobalistica, a una distancia de 10 cm del cafion, usando el gas helio para generar una
presion de 1300 psi, y una membrana de ruptura de 1100 psi, a un vacio de 25 mm Hg. Se

obtuvieron cinco cajas experimentales.

Todas las cajas, las que fueron bombardeadas y las controles, se incubaron por 24 horas
en un cuarto de cultivo con luz indirecta dentro de un recipiente para evitar el paso directo
de luz a las células. Posteriormente, se recuperaron los cultivos mediante un lavado de las
cajas en campana de flujo laminar, usando de 750 a 1000 uL de medio TAP liquido con
espectinomicina (150 pg/mL) por caja, excepto el control de la cepa que se lavé con medio
TAP liquido sin antibiético. Los cultivos recuperados fueron plaqueados en placas con
medio TAP semisdlido con espectinomicina, excepto el control de la cepa que se plaqued
en medio sin antibidtico. Las placas se mantuvieron en un cuarto de cultivo con fotoperiodo

16 horas luz/8 horas oscuridad y 25 °C de temperatura.

Las colonias que aparecieron en las cajas experimentales se consideraron como posibles
transformadas, por lo que fueron subcultivadas, transfiriéndolas a medio TAP liquido con
espectinomicina (150 pg/mL) en agitacion a 100 rpm por siete dias. En este punto se tomo
una muestra de 50 pL del cultivo para plaquear en medio TAP solido con espectinomicina
(150 pg/mL) y se consideré como una resiembra. La parte restante del cultivo se tom6 para

llevar a cabo una extraccién de ADN.
2.6 Extraccion de ADN gendmico (ADNg).

Para la extraccion de ADN se utilizé el protocolo comercial de lllustra Nucleon Phytopure
Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare), siguiendo las indicaciones del proveedor, a

partir de una concentracion de 40 millones de células aproximadamente.
2.7 Marcaje y obtencién de la sonda de ADN

Se obtuvo una sonda de ADN marcada con digoxigenina mediante PCR. Para esto fue
necesario introducir en la reaccion de PCR uno de los desoxirribonucledétidos precursores

marcado. Se utiliz6 dUTP unido a digoxigenina (Dig-dUTP) (Roche). Para la obtencion de
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la sonda del gen phyA se utiliz6 25 ng del plasmido pChPhy como templado y los
oligonucleétidos forward 5 -TGATGCTGCTAAAGCTCCAG -3 y el reverse 5-
ACGACCAACACCAGCTTCCACAGTG -3 dando como resultado un fragmento de
aproximadamente ~707 pb y para la sonda RRH1 se utilizé, de igual manera 25 ng del
plasmido pChPhy como templado y los oligonucledtidos forward 5'-
AACGTTCAGAGACTAGAGC-3" vy el reverse 5- TTGTGAGCGTTACGCTCGTGC-3
dando como resultado un fragmento de ~ 414 pb. El volumen de la reaccién fue de 20 uL y
la proporcion de precursor marcado a no marcado (Dig-dUTP: dTTP) fue 1:3. Los
componentes de la reaccion fueron los siguientes 50 ng de ADN plasmidico; amortiguador
de reaccion de Expand 1x; 0.2 mM de una mezcla de dATP, dGTP y dCTP; 130 uM de
dTTP; 70 uM de Dig-dUTP; 0.5 uM de cada oligo y 1U de Expand long template.

El programa de PCR utilizado para la sonda phy, fue de un ciclo de desnaturalizacion a 94
°C por 3 min, seguido por 25 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C (para los oligonucle6tidos del
gen phyA) por 30 sy 68 °C por 60 s, con una extension final de 68°C por 10 minutos. El
programa de PCR utilizado para la sonda RH1, fue de un ciclo de desnaturalizacién a 94
°C por 3 min, seguido por 30 ciclos a 94 °C por 30 s, 50 °C (para los oligonucleétidos de la
region de recombinacion 1) por 30 sy 68 °C por 60 s, con una extension final de 68°C por

10 minutos.

El producto de PCR fue separado en un gel de agarosa al 1.2% (p/v)por 30 minutos a 85
volts, posteriormente se procedid a escindir la banda correspondiente de la sonda y fue
purificado con el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), ya que la presencia de nucleétidos
DIG-dUTP no incorporados en el ADN podria generar un exceso de sefial de fondo tras las

hibridaciones.

2.8 Andlisis de expresion de los gen phyASr en las lineas transplastémicas de C.

reinhardtii
2.8.1 Disefio de oligonucleoétidos

Para llevar a cabo los andlisis de expresion del gen phyASr en el cloroplasto de C.
reinhardtii, se disefiaron oligonucle6tidos especificos para esta secuencia. Se solicitd su
sintesis a Sigma-Aldrich. Las secuencias de los oligonucle6tidos fueron disefiadas en
regiones interna de la secuencia y se presentan en el cuadro 2.1. Estos oligonucleétidos

también fueron utilizados para el andlisis por PCR en tiempo real y se disefiaron a partir de
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la secuencia de phyASr en la parte interna. Estos tuvieron una longitud aproximada de 20
pbyuna Tmde 60 °Cy 64 °Cy una proporcion de GC cerca del 50%. Estos oligonucleétidos
fueron disefiados en el programa en linea primers3:http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/. Estos

datos se muestran en el cuadro 2.1.

Para analizar la integridad del ADNCc, se llevo a cabo experimentos de RT-PCR donde se
empled el gen del cloroplasto rpll6, cuyos oligonucle6tidos se encontraban disponibles
(cuadro 2.1) por Casais Molina (2011), del cual se obtiene un amplicén de 210 pb. Al ser un
gen constitutivo se utilizé como control positivo para corroborar que al realizar la sintesis
del ADNc la muestra siguié integra y no hubo degradacién de ARN en el proceso. Ademas,
para verificar que los componentes de la reaccion de RT-PCR funcionaran adecuadamente.
Estos oligonucledtidos también se usaron como control negativo en la muestra sin
retrotranscriptasa donde no se debe observar amplificacién, ya que la presencia de un

amplicén indicaria contaminacién con ADNg.
2.9 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se utilizé el protocolo maodificado basado en el reactivo del TRIZOL,

descrito en el anexo F.
2.9.1 Sintesis de ADNc

La sintesis del ADNc se realizé con una cantidad inicial de cinco ug de ARN total como
molde. EI ARN se mezcl6 con 1 uL de hexanucleétidos (hexameros) (100 ng, Invitrogen) y
H2Oup estéril en un volumen final de 10 pL incubados a 75 °C por cinco minutos y después
en hielo durante tres minutos. Posteriormente, se realizd la reaccion de la transcriptasa
reversa, empleando la enzima Superscript I, siguiendo las especificaciones del fabricante
(Invitrogen), para lo cual se dividié la muestra anterior en dos tubos, el primero como
muestra experimental y el segundo como control negativo (sin adicion de la transcriptasa
reversa). La mezcla de reaccion para la RT-PCR quedd compuesta de la siguiente manera:
5 pL de muestra (ARN+oligodT, Invitrogen), amortiguador First Strand (1X), 10 mM de DTT
(0.1 M, Invitrogen), 1 mM de dNTPs (10 mM), 40 U del inhibidor de ARNasa (40 U/pL,
Invitrogen), 200 U de la enzima Superscript Il (200 U/uL, Invitrogen), y finalmente H.O up,
para tener un volumen final de 20 pyL por muestra. Se incubé a 50 °C durante 90 minutos,

posteriormente se inactivd la reaccién a 75 °C durante 15 minutos, se afiadié 4 pL de
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ARNasa A (100 mg/mL, Sigma). Se incub6 a 37 °C durante 30 minutos y el volumen se
llevd a un volumen total de 100 pL.

Cuadro 2.1 Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la RT-PCR y gRT-PCR.

Nombre del Secuencias del oligonucleétido (5°-3") Tm (°C) Tamafio del
oligonucleétido amplicon
rpl16rtF TTCCGTAAACCACACCGTG 64.4 52.6 210
rpll6
rpl16rtRn AGCAGGACGCATAGTAACAG 59.5 50.0
FwPhyA196 CACGAGGCTTTAGCTGATGA 63.1 50.0
phyA 196
RvPhyA196 GCCAAACGTGATCTGTAGCA 63.9 50.0

La reaccion de RT-PCR se llevo a cabo con dos pL de ADNc sintetizado como se menciona
en el apartado anterior, 1 puL de cada oligonucleétido 10 uM (forward, reverse) (0.2 uM), 1
pL de dNTP’s 10 mM (0.2 mM dNTP’s), 2 pL MgCl250 mM (2 mM MgCl2), 0.2 pyL de Taq
polimerasa (1 U), cinco pL de buffer de reaccion 10X (1X buffer de reaccién) y agua
ultrapura en un volumen final de 50 uL. Para el programa de PCR se realizaron ensayos
experimentales hasta encontrar el programa adecuado para la amplificacién de cada uno
de los pares de oligonucleétidos empleados. El ciclo 6ptimo elegido para la amplificacién
de cada gen fue aquel que se encontrd en la fase exponencial pero sin llegar al punto de
saturacion de la reaccion, con el fin de identificar alguna variacién en cuanto a la expresiéon
del gen. El programa de PCR utilizado fue de un ciclo de desnaturalizacién a 95 °C por tres
minutos, seguido por 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 62 °C (para los oligonucleétidos del gen
phyA y 55 °C para los oligos del gen rpl16) por 30 sy 72 °C por 30 s, con 10 minutos de

ciclo final de extension.
2.10 Andlisis de la expresion por medio PCR en tiempo Real

La PCR cuantitativa (PCR en tiempo real o qPCR) por su capacidad para detectar y medir
pequefias cantidades de acidos nucleicos en un amplio rango de muestras de numerosas
fuentes, es una tecnologia usada en diagndsticos moleculares, en ciencias de la vida, la

agricultura y la medicina (Bustin et al., 2009).
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Para el andlisis de PCR en tiempo real (QRT-PCR) se llevé a cabo la validacion de los
oligonucledtidos, y se realizé la cuantificacion absoluta de las lineas transplastomicas. Para
ello, fue necesario realizar una curva estandar que permitira la cuantificacion de la expresion
del gen phyASr en las lineas transplastémicas. Para los puntos de la curva estandar se
realiz6 a partir de diluciones seriadas del plasmido, siendo la concentracién mas alta 1ng/
uL y la mas baja 0.0001 ng/ uL, por cada concentraciéon (que equivale a cada punto de la
curva) se realizé por triplicado. La reaccion de gRT-PCR para los oligos del gen phyASr fue
a un volumen total de 20 L y consistié en lo siguiente: 1 uL de templete de la dilucién del
plasmido, 10 uL de Power SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen/Life Technologies),
200 nM del oligo Fw (0.4 uL), 200 nM del oligo Rv (0.4 ul) y H,O UP (5.2 yL). Para la
reaccién de las lineas transplastoémicas se realiz6: 6 yL de templete de ADNc (600 ng) de
diluciones previamente generadas, 10 yL de Power SYBR Green PCR Master Mix
(Invitrogen/Life Technologies), 200 nM del oligo Fw (0.4 uL), 200 nM del oligo Rv (0.4 uL) y
H.O UP (5.2 pL).

Para establecer el programa de reaccion fue necesario realizar ensayos evaluando
diferentes tiempos y temperatura de alineamiento. El programa que se uso fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30
segundos, fase de alineamiento fue a 62 °C por 30 segundos para los oligonucleétidos para
los oligonucledétidos phyASr por un minuto; y una extension final a 72 °C por 30 segundos.
La reaccion de gqRT-PCR se llevo a cabo utilizando un v2.3 StepOne™ Real-Time PCR
System y StepOne Software (Invitrogen/Life Technologies).
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CAPITULO IlI

CAPITULO 1l
3. RESULTADOS

3.1 Transformacion de Chlamydomonas reinhardtii con el pChPhy mediante

biobalistica

Se verifico la integridad del pChPhy con enzimas de restriccion, como se describe en el
apartado de Materiales y métodos. Los resultados se muestran en la figura 3.1. En el carril
namero 1 se observan los fragmentos de 1602 pb, que corresponde a la digestion del
plasmido pRH12A (vector vacio, el cual no contiene la construccion del gen phyA) con las
enzimas EcoRV y BamHI. En el carril 2 se muestra la digestion del plasmido pChPhy, igual
con las enzimas EcoRv y BamHI dando como resultado una banda de tamafio de 3550 pb,
como muestra de que la construccién del gen phyA se insert6 entre la construccién del gen
aadAy al region de recombinacién homaéloga RRH2. En el carril 3 se muestra el tamafio del
plasmido digerido con las enzimas EcoRV y Notl, dando como resultado un tamafio de 1948
que corresponde la construccién del gen phyA. En el carril 4 se observa la digestion con las
enzimas BamHI y Sall que da como resultado la extraccion del fragmento del gen aadA que

pesa aproximadamente 1602 pb.
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A)

EcoRlI BamHI Notl- Sall EcoRV  Sphl

l 1602 pb l 1948 pb l l

3550 pb

pChPhy (11732)

Figura 3.1 Verificacion de integridad del vector de transformacién. A) Esquema del vector de
transformacion pChPhy incluyendo sus sitios de restriccion y los pesos de los fragmentos de las
regiones que lo conforman. B) Comprobacién de la integridad del vector pChPhy por digestion. Carril
1: digestion del plasmido pRH12A con EcoRV y BamHI. Carril 2: digestion del plasmido pChPhy con
EcoRV y BamHI. Carril 3: digestion del plasmido pChPhy con EcoRV y Notl. Carril 4: digestiéon del
plasmido pChPhy con BamHlI y Sall.

Una vez concluida la verificacion de la integridad del pldsmido se llevé a cabo la
transformacioén por biobalistica y el crecimiento de las células transformadas se observa en

la figura 3.2.
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Cajas experimentales
Resultantes del bombardeo

A B C D E

Control negativo Control positivo
Células en crecimiento con antibidtico Células en crecimiento sin antibidtico

Figura 3.2 Cajas de las células recuperadas del proceso de transformacion por biobalistica.

Las primeras colonias, posiblemente transformadas, se comenzaron a observar a los siete
dias después de la transformacién. Sin embargo, fue hasta la segunda semana cuando se
lograron ver las colonias con mayor claridad y definicion de contorno. Al final de la tercera
semana se obtuvieron alrededor de 120 colonias en la caja A, 50 colonias en otra caja y
entre un promedio de 20 en las cajas restantes después de 3 semanas del experimento.
Para verificar si las colonias recuperadas estaban transformadas, se realizé una resiembra
en la que se colocé una colonia en medio TAP liquido con espectinomicina (150 pg/mL)
para multiplicar esa colonia, hacer una colecta y realizar una extraccion de ADN. Las lineas
se llamaron CPhy con el nimero de colonia segun el orden de recuperacion. Se realizé la
extraccion de ADN de las lineas CPhy 11- hasta la CPhy 19. De igual forma, se extrajo el
ADN de las lineas CPhy 20 hasta la CPhy 29 y las CPhy B1 hasta la CPhy B5 (éstas son
nombradas de esta manera ya que fueron recuperadas de la segunda caja del bombardeo
que presentd mas colonias). La integridad del ADN extraido se puede observar en la figura
3.3.
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CPhy A CPhy A CPhy A CPhy B

M [ )\ 9 [ )
1 Kb 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 12 3 45

Figura 3.3. Verificaciéon de la integridad del ADN extraido de las lineas CPhy 11 hasta la CPhy B5,

en un gel de agarosa al 1.2 % con bromuro de etidio.

La construccion del gen phyASr, en el plasmido pChPhy, fue dirigida al cloroplasto en la
region invertida repetida entre intron 4 del gen psbA y el extremo 3" del gen ribosomal 23S.
La estrategia de insercion se muestra en la figura 3.4.

A) B) \
IR ,
3443pb  360pb 792pb 450pb 532pb  1065pb 351 pb 2053 pb 165
1
&
2381
A 282
Plasmido 58
pChPhy (11732)
5
WT
psbA 4
Plastoma o 2
T 1
Region IR
8,
e \/ :’f'
Transformadas

Transplastoma

Figura 3.4 Estrategia de la transformacion del genoma del cloroplasto. En A) se muestra la manera
de insecién en el cloroplasto, via recombinacién homéloga, en la cepa silvestre (WT). En B) se

muestra el sitio, en el genoma del cloroplasto, donde va dirigida esta construccion.
3.2 Evaluacion de las colonias transformadas y verificaciéon de homoplasmia

Una vez realizado las extraccion de ADN, de cada una de las muestras, se procedi6 a

detectar el gen phyA en el cloroplasto de C. reinhardtii mediante la técnica de Southern blot.

42



3. RESULTADOS

Para el Southern blot se realizé una doble digestion con las enzimas Sall y Ncol para las
lineas transformadas, para la cepa silvestre (Wt) una digestién con Ncol y para el plasmido
pChPhy una digestion con Sall para linearizarlo. La enzima Ncol corta en el genoma del
cloroplasto, fuera de las regiones de recombinacion homologa que estéan incluidas en el
vector de transformacion; por lo tanto, estos sitios no estan incluidos en construccion del
plasmido pChPhy. La construccion en el plasmido pChPhy posee un sitio de restriccion para
enzima Sall, como se muestra en la figura 3.1 A, dando como resultado el plasmido
linearizado. En la figura 3.5 se muestra el resultado del Southern blot, para las lineas
transformadas en el cual se esperaba un fragmento de alrededor 6.0 kb en donde se debe
unir la sonda phy que esta disefiada en un fragmento de la secuencia del gen phyA (banda
en color rojo en la figura 3.5 A). Para el caso del control positivo (plasmido pChPhy) se
esperaba un tamafio de 11.732 kb. En este resultado no esperaba visualizar alguna banda

en la cepa silvestre ya que no existe sitio en el que la sonda se pueda unir.

A)
Transplastoma
Nlcol Ncol Sall Ncol
EE e AT v | s [ [
= " Sondaphy
+«—————+3443pb 360pb 792pb 450pb 532pb  1065pb 351 pb 2053 pb o,
1500 pb 2000 pb
~ 6000 pb ~ 6000 pb
B) CPhy CPhy B
| I [ | | P
20 2122 23 2425 26 27 2829 1 2 3 4 5 wt
10.0kb AR

7.0 Kb e

Figura 3.5 Estrategia para detectar la presencia del gen phyASr en en genoma del cloroplasto de C.
reinhardtii. A) Esquema con los sitios de restriccion de Ncol y Sall. En el se muestra también el
tamafio esperado del fragmento digerido asi como también muestra la zona a la que se debe unir la
sonda phy. B) Resultados del Southern blot donde se observa la presencia de la banda con el tamafio
esperado (aprox. 6 kb). La cepa silvestre (wt) como control negativo y el plasmido pChPhy (P) como

control positivo.
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El patrén presentado en la figura 3.5 B, indica que cada lineas evaluada presento el gen de
la fitasa y con este resultado se puede decir que las lineas son transplastomicas, es decir,
que la construucién fue capaz de integrarse al genoma del cloroplasto, ya que se observa
una banda (resultado de la digestion del ADN del cloroplasto de C. reinhardtii), con un
tamario de 6.0 kb que es donde se encuentra el gen de la fitasa.

Una vez realizada la comprobacién de la transformacion de C. reinhardtii, el siguiente paso
fue verificar que las lineas obtenidas fueran homoplasmicas, es decir, que todas las copias
del genoma del cloroplasto presentaran el gen de la fitasa. Para ello fue necesario realizar
otro Southern blot pero ahora con una sonda diferente; en este caso fue una sonda
disefiada en la region de recombinacién homéloga de la cepa silvestre y que también esta

incluida en la region RRH1 en el vector de transformacion.

Este experimento se realizé haciendo la digestién, solo con la enzima Ncol, ya que como
se mencion6 anteriormente, esta enzima corta fuera de las regiones de recombinacién
homologa y nos permitir4 ver la insercion completa de toda la construcciéon dentro del
genoma del cloroplasto y de esta manera ver también la homoplasmia de las lineas. Para
este andlisis, se eligié a la linea CPhy 29, ya que ese momento se necesitaban 10 colonias
y esta linea presentaba este niumero de colonias. Se eligieron 10 colonias para tener una
mayor probabilidad de encontrar una colonia cuya células fueran homoplasmicas. Se
tomaron estas colonias y se inocularon en medio TAP liquido con espectinomicina (150
pug/mL) para multiplicarlas, hacer la colecta y realizar una extraccion de ADN. Un posible
resultado es que en las lineas transformadas, se presente dos patrones de banda; el
primero, donde las lineas sean homoplasmicas, mostraria una sola banda de 6.0 kb y el
segundo, donde las lineas sean heteroplasmicas, un patrén que podria presentar dos
bandas, tanto de 6.5 kb (que seria la otra parte de la construccion) y 9.0 kb (que
corresponde al tamafio de la region sin la construccion). En la figura 3.6 se puede observar
gue se cumple la posibilidad de una sola banda, la de 6.0 kb, de lo que se puede discutir
que las lineas transplastomicas también son homoplasmicas. En el caso de la cepa silvestre

muestra el tamafio esperado en su caso de 9.0 kb (que no posee la construccion).

En los resultados de este experimento se mostro la banda de aproximadamente 6.0 kb ya
que la enzima Ncol corta en dos lugares del genoma y en un lugar de la construccion (en
el gen aadA), generando dos fragmentos aproximadamente del mismo tamafo. Por tal

razén el tamafio es diferente al tamafio mostrado en la cepa silvestre, cuyo peso es
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aproximadamente de 9.0 kb. Si las lineas fueran heteroplasmicas presentarian ambos
patrones de banda

A) Transplastoma

Neol Ncol Neol

SondaRH1 ——

————3443pb 360pb  792pb 450ph 532pb  106B5ph 351 ph 2053phe—

1500 pb 2000 ph
~ 6000 pb ~ B450 ph
B)
CPhy 29

{ |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 wt P
10.0kb™
7.0 kb—

Figura 3.6. Estrategia para detectar la homoplasmia en las lineas transplastémicas de C. reinhardtii.
A) Esquema con los sitios de restriccion de Ncol. En el se muestra también el tamafio esperado del
fragmento digerido asi como también muestra la zona a la que se debe unir la sonda RH1(en
amarillo). B) Resultados del Southern blot donde se observa que las 10 colonias elegidas de la linea
CPhy 29 son homoplasmicas, el tamafio esperado aproximadamente es de 6 kb. La cepa silvestre
(wt) como control positivo al igual que el plasmido pChPhy (P).

Una vez verificada la homoplasmia en las clonas de la CPhy 29 se procedi6 a verificar la
homoplasmia en otras de las lineas que resultaron transplastémicas, se repitié el Southern
blot con la misma sonda RH1. Se tomaron tres colonias de cada una de las lineas
anteriormente analizadas e incluyendo la linea CPhy 13 (una linea que resulté en la
transformacién pero aun no se habia analizado) para verificar si presentan homoplasmia o
heteroplasmia. Las lineas que se tomaron fueron las lineas CPhy 13, 21, 25y B3. En la
figura 3.7 se muestra el resultado de este experimento. Las tres clonas de cada linea
presentan el patron de la homoplasmia, lo que se concluye que estas lineas también son
homoplasmicas.
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CPhy 13 CPhy 21 CPI|1y25 CPhy B3
| |
™2 31 2 3''1 2 3'"1 2 3

wt P

100 kb
Lo kb

Figura 3.7. Southern blot de tres clonas de las lineas transplastémicas, CPhy 13, CPhy 21, CPhy
25 y CPhy B3. La sonda usada en este experimento fue la sonda RH1. El tamafio en este
experimento es de 6.0 kb. La cepa silvestre (wt) como control positivo al igual que el plasmido
pChPhy (P).

De todas las lineas analizadas se eligieron, de manera aleatoria, cinco de ellas para seguir
con los siguientes experimentos. Se eligi6é la CPhy 13-1, CPhy 21-1, CPhy 25-2, CPhy 29-
7 y la CPhy B3-3. Para un manejo mas sencillo de la informacion, la nomenclatura de las
lineas cambi6 de nombre: CPhy 13-1 se conviertié en C1, CPhy 21-1 en C2, CPhy 25-2 en
C3, CPhy 29-7 en C4 y la CPhy B3-3 en C5.

3.3 Caracterizaciéon de la acumulacion celular y de biomasa seca

Como se describi6 en materiales y métodos, se realiz6 el conteo de células y la
determinacion de la biomasa seca como parte de la caraterizacion de estas lineas
transplastomicas homoplasmicas y en la figura 3.8 se muestra el cultivo liquido de las lineas
transplastémicas. El color del cultivo es el caracteristico de C. reinhardtii, sin embargo, las
lineas transplastémicas presentaron una caracteristica al crecer que no se observé en la
cepa silvestre, ya que crecen formando agregados o palmeloides como se observa en la

figura 3.8 en la vista del microscopio a 40X.

Con respecto al conteo celular, la linea que resultd con mayor numero de células fue la
linea C3, presentando una diferencia significativa con respecto a la linea silvestre, éstos
resultados se muestran en el cuadro 3.1y en la figura 3.9.
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Figura 3.8 Cultivo de las lineas transplastomicas (C1-C5) y la cepa silvestre (wt) a los siete dias.

En la parte superior se muestra la parte inferior de los matraces. En la parte inferior se observa una

toma al microscopio a 40X.

Los resultados muestran el promedio de numero de células por mL de medio de cultivo. El

namero de células de la linea C3 fue mayor a la linea silvestre; sin embargo, el tamafio de

las células transplastomicas fue menor.

Cuadro 3.1 Conteo celular de las lineas transplastémicas (C1-C5) y la cepa silvestre (Wt) a los siete

dias. El experimento se realiz6 por triplicado y se obtuvo el promedio de células por mL de medio de

cultivo.
Millones de células/mL
Lineas

experimentales Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
WT 6200000 6825000 9875000 7633333.33
C1 6075000 7575000 6275000 6641666.67
Cc2 8700000 8950000 7800000 8483333.33
C3 11550000 11450000 12025000 11675000
C4 8150000 5550000 8075000 7258333.33
C5 8425000 8525000 10675000 9208333.33
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Figura 3.9 Diferencia en el conteo celular de las lineas transplastémicas (C1-C5) y la cepa silvestre

(WT).

Los resultados de la biomasa seca se muestran en el cuadro 3.2 y en la figura 3.10, donde
se observa que entre las lineas no hubo diferencias significativas en comparacién con la
linea silvestre, manteniéndose entre una rango de 26-29.8 mg por cada 50 mL de medio de

cultivo.
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Cuadro 3.2 Biomasa seca de las lineas transplastomicas (C1-C5) y la cepa silvestre (WT) a los siete
dias. El experimento se realiz6 por triplicado y se obtuvo el promedio de la biomasa seca por 50 mL
de medio de cultivo.

Peso seco (mg)

Lineas

experimentales Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
WT 21.8 30 32.6 28.13
Ci 27 25.2 25.1 25.76
Cc2 311 28.1 27.8 29.00
C3 29.6 30.7 29.1 29.80
C4 28.7 23 31.2 27.63
C5 28.9 28 23.5 26.80

8

30 -

\
..

Peso (mg)

10

0 222 022722 777772 07727 72770 7777

WT C1 c2 C3 C4 C5

WTy lineas transplastomicas

Figura 3.10 Promedio de la biomasa seca por 50 mL de medio de cultivo. El eje de las “Y” muestra
el peso (mg) que hay en las cinco lineas transplastémicas (C1-C5) respecto a la cepa silvestre (WT).

El eje de las “X” muestras las lineas transplastémicas y la cepa silvestre.
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3.4 Andlisis de expresion del gen phyASr en las lineas transplastomicas

Para realizar el andlisis de expresion, primero fue necesario extraer el ARN de las lineas
transplastémicas y la cepa silvestre. La calidad del ARN extraido se muestra en la figura
3.11, la concentracion mostrada en el gel de agarosa fue de aproximadamente dos ug de
ARN para cada muestra. Se tomaron cinco g para la sintesis de ADNc, especificada en
materiales y métodos. Posterior a la sintesis se confirm6 por medo de RT-PCR la expresion

del gen rpll6, como nuestro gen control y del gen phyASr.

Cc1 C2 C3 C4 C5 WT

23s—

18 S—
16S—

Figura 3.11 Verificacion de la integridad del ARN extraido de las lineas C1 hasta la C5 y de la linea
silvestre (WT).

Se realizé la RT-PCR con los oligonucle6tidos del gen rpl16, para verificar que en la sintesis
no hubiera contaminacién del ADN gendmico y el ARN no sufrié degradacién en el proceso,
ademas de verificar que los transcritos estaban integros. Dicha RT-PCR se puede observar

en la figura 3.12, el tamafio del amplicén esperado fue de 200 pb aproximadamente.

Cc+ C-
M c1 Cc2 C3 c4 C5 WT ADNg Hz20up

300 pb
200 pb

+RT

300 pb -RT

200 pb

Figura 3.12 RT-PCR de las lineas transplastomicas (C1-C5) y la cepa silvestre (WT) con los
oligonucledétidos del gen rpl16. Gel de agarosa al 1.2 % con bromuro de etidio. Como control positivo

se utiliz6 ADNg y control negativo se utilizé H2Oup.
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Para verificar los transcritos del gen phyA se realiz6 una RT-PCR con los oligos que
amplifican 196 pb de esta secuencia. En la figura 3.13 se puede observar los resultados,
donde la cepa silvestre funciona como control negativo ya que al no estar transformada no
presenta este fragmento, como control positivo se tiene al plasmido pChPhy. Los resultados
muestran, una vez mas, que el gen phyAsr se mantiene en las lineas y que se esta dando

la expresion del mismo en las lineas experimentales.

C+ C-
M c1 Cc2 C3 c4 c5 WT pChPhy H20up

300pb

Gen phyASr 200pb

Figura 3.13 RT-PCR de las lineas transplastomicas (C1-C5) y la cepa silvestre (WT) con los oligonucle6tidos
del gen phyASr. El control positivo (C+) es el plasmido pChPhy y como control negativo (C-) H2Oup. El amplicon
esperado es de 196 pb.

Una vez que se verifico la expresion del gen phyASr, fue necesario verificar la expresion
del gen phyASr, de una manera mas sensible. Para esto se realiz6 un experimento con la

RT-PCR en tiempo real.

3.4.1 Cuantificacidon absolutadel gen phyASr en las lineas transplastomicas mediante
gRT-PCR

La expresion cuantitativa del gen phyASr en las lineas transplastémicas se llevd acabo
mediante RT-PCR en tiempo real. En este experimento, se realiz6 una cuantificacion
absoluta, donde el objetivo fue determinar de una manera mas exacta, el nUmero de
moléculas de ADN, en este caso del gen phyASr en las lineas transplastomicas. Para esto
fue necesario hacer diluiciones seriadas conocidas del plasmido pChphy, para generar una
curva estandar. La concentracion mas alta fue de 10 pg hasta la menor que fue 0.001 pg.
La curva se realizé con lo oligonucleétidos del gen phyASr, donde se obtuvo una R? de
0.9964 y una pendiente (slope) de -3.4459 y una eficiencia de amplificacion del 95%. La
curva produce una relacion lineal entre el Ct y las cantidades iniciales de ADNc permitiendo
la determinacion de la concentracion. Una vez obtenida la curva, se calculd la concentracion
del gen phyASr en las lineas transplastémicas. Esta curva se puede observar en la figura

3.14, donde se observa la curva de disociacion de lo oligonucle6tidos que amplifican el gen
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Figura 3.14 Eficiencia de amplificacién de los oligonucleétidos del gen phyASr. A) Curva estandar,
B) curva de disociacion.
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En la figura 3.15 se muestra el nimero de copias aproximado del gen phyASr de las cinco
lineas transplastomicas. Como se puede observar todas las lineas transplastomicas
presentaron expresion del gen phyASr; sin embargo, los niveles de expresion variaron entre
cada linea. La linea C3 fue quien present6 mayor numero de copias del gen con
aproximadamente, 22,578 copias por 600 ng de ADNc utilizado, seguido por la segunda
linea que presentd un nimero alto de copias, la C1 con 20801 copias por cada 600 ng de
ADNCc. Lalinea C2 presentd un numero de 7,929 copias, la C4 2,775 copias yla C5 11,458
copias, por cada 600 ng de ADNc utilizado. La linea C4, fue quien present6 la menor

cantidad de numero de copias del gen phyASr.

25000
a
1 a /
20000 /
2 .
=
5, 15000
&
- . b
g
S 10000 O
"g_ Cc
S ]
5000 d
0 T v T T T T L T T Y f ’
WT C1 c2 Cc3 c4 5

WTy lineas trén.splastémicas

Figura 3.15. Cuantificacién absoluta de la expresion del gen phyASr por qRT-PCR de las cinco
lineas transplastomicas de C. reinhardtii. El eje de las “Y” muestra el nUmero de copias que hay en
las cinco lineas transplastomicas (C1-C5) respecto a la cepa silvestre (WT). El eje de las “X”

muestras las lineas transplastémicas y la cepa silvestre.
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CAPITULO IV

CAPITULO IV
4. DISCUSION

En el presente trabajo se trasformod, por medio de biobalistica, el cloroplasto de
Chlamydomonas reinhardtii con el gen phyA de la bacteria ruminal Selenomonas
ruminatium, cuyo codén fue optimizado para el uso de coddn del cloroplasto de C.
reinhardtii. EI gen phyASr, produce una proteina con actividad de fitasa.

El plasmido pChPhy, el vector de trasformacion, contenia el gen phyASr, flanqueado con
las secuencias del promotor del 5’UTR del atpA y la region 3'UTR del psbA. En el vector
también se encuentra una construccion con el gen aadA que confiere resistencia a la
estreptomicina/ espectinomicina, que permite seleccionar las colonias resultantes de la
trasformacion (Rivera-Solis, 2011). Estas secuencias fueron reportadas por Barnes (2005)
con un porcentaje en los niveles de expresion del transgen con 94 + 5 % y un alto porcentaje
en produccion de la proteina, cerca del 100 %. En dicho vector se encuentran dos partes
de la regién invertida repetida (RRH) flaqueando las dos construcciones (la del gen aadA 'y
la del gen phyASr), para permitir la insercion de la construccién en el plastoma de C.
reinhardtii. Tener la construccion del gen de resistencia junto con la construccién de interés,

evitara tener falso positivos (como en el caso una co-transformacion).

El resultado de la trasformacién fueron, aproximadamente, 200 colonias posiblemente
transformadas a las tres semanas después del proceso de bombardeo. Los segmentos de
las regiones invertidas repetidas, que flaquean a la construccién, permitieron la insercion
de la construccion dentro del cloroplasto de C. reinhardtii. De las colonias resultantes, se
analizaron 16 de estas colonias por medio de la técnica de Southern blot para detectar la
presencia del gen phyASr y se confirmé que las lineas evaluadas eran transplastomicas.
Para evaluar la homoplasmia se eligié una de las lineas transplastomicas, la CPhy 29, y se
evaluaron 10 colonias de esta linea para tener un nimero considerable y tener al menos
una de ellas que presente la homoplasmia; sin embargo, los resultados arrojaron que las
10 colonias eran homopladsmicas, la linea elegida para los posteriores analisis fue la Cphy
29-7. Con estos resultados se demostrd que al tener integrada la construccion del gen de
resitencia en el mismo vector donde se encuentra la construccion de interés disminuyo la
posibilidad de tener falsos positivos y se aumentaria la probabilidad de detectar las lineas

homoplasmicas en menos tiempo.
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Posterior a este paso se eligieron cuatro colonias mas (Cphy 13, Cphy 21, Cphy 25, Cphy
B3) para evaluarles la homoplasmia y en base a los resultados anteriores se eligieron solo
tres colonias de cada linea, resultando de igual manera que todas eran homoplasmicas.
Las lineas que fueron seleccionadas para los siguientes andlisis fueron Cphy 13-1, Cphy
21-1, Cphy 25-2, Cphy B3-3. Los analisis para evaluar el proceso de trasformacion,
permitieron establecer que las lineas eran transplastomicas y homoplasmicas después del

segundo subcultivo de estas lineas.

Estas lineas fueron renombradas Cphy 13-1 como C1, Cphy 21-1 como C2, Cphy 25-2
como C3, Cphy 29-7 como C4 y Cphy B3-3 como C5. Parte de los analisis de los resultados
fue la caracterizacion del crecimiento celular y la biomasa seca, las cinco lineas
homoplasmicas transplastomicas fueron analizadas y se observé que las caracteristicas del
cultivo de las lineas transformadas con las cepa silvestre (WT), fue muy similar en cuanto
a coloracién, crecimiento en los siete dias del cultivo; sin embargo, las lineas
transplastémicas homoplasmicas presentaron un patron diferente en el cultivo liquido, las

células crecieron en aglomeraciones, llamadas palmeloides.

Se ha demostrado en estudios que C. reinhardtii puede vivir en estos grupos pequefios
llamados palmeloides (Harris, 1989). Como se sabe, el P es un componente integral de los
acidos nucleicos y fosfolipidos, un modificador esencial de la funciéon proteica y es
fundamental para la circulacion de la energia de la célula. Ademas es un componente
fundamental en la division celular, en la regulacion de procesos metabdlicos como la
fotosintesis, entre otros. La forma principal de almacenamiento de P en Chlamydomonas
es polifosfato, un polimero lineal de ortofosfato. El polifosfato también se encuentra en la
pared celular, y su abundancia cambia durante el ciclo celular, alcanzando un méaximo
durante la citocinesis (Stern, 2008). Por esta razon, se deduce que al estar presente la fitasa
de Selenomonas ruminantium en C. reinhardtii, es probable que la disposicion de los grupos
fosfatos sea mayor debido a la actividad de dicha enzima, generando un cambio
(aceleracion) en la division celular y provocando de esta manera el incremento en el

numero de células, como se observo en la linea C3.

Por otra parte, en un estudio realizado por Lurling y Beekman (2006), observaron que este
tipo de crecimiento es una respuesta derivada de la interaccion con el rotifero Brachionus
calyciflorus. Multon y Bell (2012), mencionan que el fenotipo palmeloide es una respuesta

plastica, es decir, que ciertos estimulos desencadenan este tipo de cambio fenotipico. Por
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otra parte, esto podria deberse a una caracteristicas muy particular de cada linea, por el
evento de transformacion, ya que no todas presentaban ese patron en la misma proporcion
(Surczuki et al., 2009).

En los resultados del crecimiento celular fue la linea C3 quien presentd una diferencia
significativa, con un mayor nimero de células en comparacion con la linea silvestre. Las
otras cuatro lineas no presentaron diferencia alguna; sin embargo, al observarse en el
microscopio, el tamafio de las células de la lineas transformadas fueron mas pequefias que
la lineas silvestre. Este resultado esta relacionado con el fenotipo del crecimiento de las
lineas transplastémicas, ya que la linea que presenta con un patron mas fuerte de
palmeloides es la linea C3. La biomasa seca, se tomoé de las lineas ya liofilizadas y en este
caso las lineas transplastomicas no mostraron diferencia significativa en comparacioén con

la linea silvestre.

La transformacion del cloroplasto va dirigida a la regién invertida repetida, por lo tanto,
podria esperarse que todas las lineas obtenidas al ser homoplasmicas posean las mismas
caracteristicas, y como se discutié anteriormente no sucedié de esa forma, ya que no todas
las lineas presentan el mismo fenotipo. Por otra parte, se podria especular que la expresion
del gen phyASr, fuera muy similar entre las lineas transplastomicas homoplasmicas. Los
andlisis de RT-PCR, confirmaron la expresion del gen phyASr en todas las lineas
transplastémicas; sin embargo, el analisis cuantitativo realizado por medio de una RT-PCR
de tiempo real, mostraron que las lineas C3 y la linea C1 fueron las que presentaron la
mayor expresion del gen. En un trabajo similar, reportado por Erpel y colaboradores (2016),
donde transformaron el cloroplasto de C. reinhardtii con la fitasa PhyA E228K de Aspergillus
niger, mostraron tener lineas transformadas cuyo nivel de expresion del gen mE228K (gen
ya optimizado con el uso del codon del cloroplasto) fue diferente, teniendo como
normalizador al gen rbcL. La expresion del transgen puede verse afectada por factores
como la velocidad del transcripcion del gen, la estabilidad del RNA mensajero y, en menor

proporcion, el nimero de copias del gen.

Existen numerosos reportes de la expresion de proteinas recombinantes en C. reinhardtii
con enfoques terapéuticos; sin embargo, existen pocos reportes con proteinas utilizadas
para la industria agropecuaria. En un estudio realizado por Yoon y colaboradores (2011)
proporciond evidencia de la expresion de una fitasa microbiana en C. reinhardtii. El gen

utilizado para transformar el cloroplasto de C. reinhardtii fue el gen appA de Escherichia coli
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y con las lineas resultantes, se demostrd la funcionalidad de esta fitasa microbiana en
microalgas, ademas de mostrar el uso de las microalgas transgénicas como aditivo
alimenticio, ya que estas lineas se pueden utilizar para adicionar las enzimas a la dieta sin

la necesidad de purificar la proteina.

En el estudio realizado por Erpel y colaboradores (2016), mencionado anteriormente,
confirmaron que las lineas presentaban actividad enzimatica, aproximadamente cinco
unidades de fitasa por gramo de biomasa seca, a pH 3,5y 37 °C, similar a las condiciones
fisioldgicas y econdémicamente competitivas para su uso en actividades comerciales. Con
los trabajos anteriores, se puede tener una referencia para una futura aplicacion
biotecnoldgica de las microalgas y en especial de C. reinhardtii. Ya que la biomasa de las
misma puede ser considerada para utilizarse directamente en los piensos de los animales
monogastricos sin necesidad de purificar la proteina y sin el riesgo de ser toxicos para estos

animales.

Los resultados obtenidos en este trabajo, son Utiles para continuar con la investigacion de
la produccién de la proteina PhyASr en las lineas transplastémicas homoplasmicas de C.
reinhardtii, a fin de proporcionar lineas que expresen una fitasa de origen bacteriana. Las
caracteristicas fisiolégicas originales de esta enzima, le permiten trabajar en las condiciones
del rumen de los animales monogastricos, con el propdsito de abordar los problemas
nutricionales relacionados con la deficiencia de P y la nutricion general de los animales,

ademas de tener un impacto positivo al medio ambiente.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
5.1 CONCLUSIONES

1. La trasformacion por biobalistica de C. reinhardtii permitié la insercién del gen
phyASr que codifica a la enzima fitasa de Selenomonas ruminantium en el
cloroplasto de esta microalga, mismo que confirmd por medio de la técnica del

Sothern blot en 16 de las 200 colonias obtenidas.

2. Lahomoplasmia se determiné en 10 colonias de una clona previamente confirmada
gue era transplastomicas. Este paso se extendié a cuatro clonas mas, de las cuales
se tomaron tres colonias de cada una y se demostré que estas lineas también eran
homoplasmicas. La homoplasmia se alcanzé en el segundo subcultivo, dichas lineas
fueron nombradas C1, C2, C3, C4, y C5.

3. Se observo una diferencia significativa en la concentracion celular de la linea C3 en
comparacion con las otras cuatro lineas transplastémicas homoplasmicas y la linea
silvestre. Se determinaron que las colonias C2 y C3 muestran un patrén fenotipico

diferente a las otras 3 colonias y la linea silvestre.

4. No se observo diferencia significativa en la biomasa seca (cultivo liofilizado) entre

las lineas transplastémicas homoplasmicas y la linea silvestre.

5. Laexpresion del el gen phyASr se determin6 por medio de RT-PCR, mostrando que
las cinco lineas transplastomicas homoplasmicas (C1, C2, C3, C4, y C5) expresaban

el gen.

6. Se cuantifico la expresion del gen phyAsr en todas las lineas transplastomicas, por
medio de una cuantificacion absoluta a través de la PCR en tiempo real y se
determiné el numero de copias del gen. Esta expresion cuantitativa indicd que la
linea con mayor numero de copias fue la linea C3 seguida de la linea C1. En

cambio, la linea C4 fue la que presenté menor cantidad de nimero de copias.
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5.2 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que las lineas transplastomicas
homoplasmicas seleccionadas de C. reinhardtii expresan el gen phyASr. Sin embargo, para
continuar con la investigacion sera necesario evaluar acumulacion de la proteina PhyASr.
De igual manera sera interesante evaluar la actividad de la misma y determinar si las cinco
lineas transplastomicas presentan una proteina fitasa activa o cual de ellas presenta una

fitasa con mayor activa.

Una vez identificada la linea con mayor actividad de la fitasa, sera importante realizar la
caracterizacién cinética de la enzima para determinar las condiciones de temperatura, pH,
y concentracion de sustrato mas adecuadas para que lleve a cabo su actividad. Al
comprobarse estas condiciones, la linea o las lineas transplastémicas homoplasmicas, que

muestren los mejores resultados, pueden ser utilizadas en pruebas posteriores, in vivo.

Por ejemplo, que las células liofilizadas sean utilizadas como alimentos de animales
monogastricos (como pollos, cerdos, peces) y evaluar el cambio que ocurra en ellos. Estos
cambios se pueden observar especificamente en crecimiento, ganancia de peso en un
tiempo determinado y el contenido de P liberado en las excretas de estos animales, para

confirmar la disminucién de éste al ambiente y disminuir del impacto negativo.

Con estos estudios se podria demostrar que lineas transplastémicas de C. reinhartii que
contienen la fitasa PhyA de S. ruminantium y que muestran actividad de la misma, pueden
ser consideradas y utilizadas como aditivo alimenticio sin la necesidad del proceso de
purificacién de la proteina, teniendo un impacto positivo para la alimentacion de los

animales monogastricos y en la disminucion en la contaminacion de agua por el P liberado.
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ANEXOS

ANEXOS

A. MEDIOS DE CULTIVO

A.1 Medio TAP (Gorman y Levine, 1965).

Soluciones stock Para 1 litro
1M Tris base 20 ml
Buffer de Fosfato I 1ml
Metales traza de Hutner 1 ml
Solucion A 10 ml
Acido acético glacial 1 mi
AjustarelpHa 7.0

Buffer de Fosfato Il

Componentes Para 100 ml
KoHPO, 10.8 ¢
KH2PO,4 569
Solucion A

Componentes Para 500 ml
NH4CI 20g
MgS04.7H20 5g
CaCl».2H,0 25¢g
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Solucion de metales traza de Hutner
Componentes Para 100 ml
HsBOs 579
ZnS04.7H,0 119
MnCl,.4H.0 2.53¢
FeS04.7H0 2.495¢g
CoCl,.6H20 0.805g
CuS04.5H,0 0.785¢g
M07024(NH4)6.H20 059

A.2 Medio LB
Para preparar medio semisélido, se pesan 40 g de Luria Broth agar (Sigma) por litro de
medio semisodlido. Se disuelve parte del medio en un poco de agua destilada; una vez

disuelto, se afora hasta un volumen deseado. Se esteriliza en autoclave a 121 °C y 15 lb/cm?

Una vez estéril el medio, se lleva a una temperatura de 50° C en un bafio de agua (bafio
Maria) y se adiciona el antibiético ampicilina (concentracion utilizada en el medio 100 mg/L)

y se mezcla por agitacion gentil. Se dosifican 25 ml por caja de Petri.

Para preparar medio liquido se pesan 25 g de Luria Broth (Sigma) por litro de medio liquido.
Se disuelve parte del medio en aproximadamente tres cuartos de agua destilada; una vez
disuelto, se afora al volumen deseado. Se esteriliza en autoclave a 121 °C y 15 Ib/cm? y se
dosifica segun la cantidad deseada; una vez que el medio llega a una temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) se le agrega el antibiético ampicilina (a una concentracién de 100
mg/L).

A.3 Medio SOC.
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Para 100 mL de medio SOC

2.0 g Bacto-tryptone

0.5 g Bacto extracto de levadura

1 mL 1M NacCl,

0.25 mL 1M KCI

1 mL 2 mM Mg ?* (esta solucién es esterilizada por filtracion)
1 mL 2M glucosa (esta solucién es esterilizada por filtracion)

Afnadir Bacto-tryptone, bacto extracto de levadura, NaCl y KCl a 97 mL de agua destilada.
Agitar para disolver, esterilizar y enfriar a temperatura ambiente. Afiadir 2 M Mg?* de la
solucién stock y 2 M de glucosa, cada uno hasta una concentracién de 20 mM. Llevar a 100
ml con agua estéril. Filtrar el medio completo por una unidad de filtro de 0.2 um con pH final
7.0.

B. SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LOS EXPERIMENTOS DE BIOBALISTICA.
B.1. CaCl; 2.5 M Marca Sigma C8106-500 g (Sambrook and Russell, 2001)

Pesar 1.835 g de cloruro de calcio y disolverlo en cinco ml de agua ultra pura. Esterilizar la
solucion por autoclave. Una vez estéril, hacer alicuotas y guardarlas en tubos eppendorf

estériles. Almacenar las alicuotas a 4°C.
B.2. Espermidina 0.1 M Marca Sigma S0266 (Sambrook and Russell, 2001)

Disolver un g de espermidina en un volumen de 69 ml de agua ultra pura. En condiciones
de esterilidad (campana de flujo laminar), esterilizar la solucién por filtracion utilizando un
filtro millipore de 0.22 um. Hacer alicuotas y guardarlas en tubos eppendorf estériles.

Almacenar las alicuotas a -20 °C (Congelador)
B.3. Suspension de oro de acuerdo a Daniell et al. (2005)

Antes de utilizar las particulas de oro (marca Bio-Rad) para la transformacioén por
Biobalistica, éstas requieren un tratamiento previo para ser recubiertas por el plasmido, el

cual se describe a continuacion:
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1.- Pesar 50 mg de particulas de oro (0.6 um) dentro de un tubo eppendorf de 1.5 mL.

2.- Adicionar un mL de Etanol al 100 % (v/v) (Grado Biologia Molecular) y vortexear por tres

minutos.

3.- Centrifugar la pastilla de particulas de oro por cinco minutos a 13,500 rpm y descartar el

sobrenadante.
4.- Adicionar un ml de etanol al 70 % (v/v) y vortexear la mezcla por dos minutos

5.- Incubar por 15 min. Mezclar el contenido del tubo tres veces durante el periodo de

incubacion

6.- Centrifugar el tubo a velocidad maxima de 13500 rpm durante tres minutos. Descartar

el sobrenadante.

7.- Adicionar un ml de agua destilada a la mezcla y vortexear por dos minutos o hasta que

las particulas se resuspendan completamente.

8.- Esperar que las particulas precipiten por un minuto. Centrifugar por dos minutos.

Descartar el sobrenadante
9.- Repetir el paso 8 y 9 por cinco veces
10.- Resuspender en 833 ul de glicerol al 50 % (v/v) a una concentracion final de 60 mg/mL

11.- Hacer alicuotas de 50 pL de la suspension de oro y almacenar a -20 °C hasta su

utilizacion.

C. Método de extraccion de AND de llustra TM Plant DNA Extraction Kit Nucleon Resin
(modificado para la extraccion de ADN de C. reinhardtii) Protocolo 1 (Product No
SL8510)

Se colectan aproximadamente 5x10’ células de C. reinhardtii, a los siete dias de cultivo y

se congelan con nitrégeno liquido.

Lisis celular
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1. Se afladen 600 pL del reactivo 1, asegurarse que todos los ingredientes del reactivo
estén completamente disueltos. Mezclar muy bien.

2. En este paso se puede afadir 10 yL del betamercaptoetanol.
3. Afadir 200 pL del reactivo 2
4. Invertir varias veces hasta obtener una mezcla homogénea

5. Incubar la mezcla a 65 °C en un bafio maria por 10 minutos. Alternativamente, agitar

manualmente durante la incubacion.
6. una vez terminada la incubacién, poner la muestra en hielo por 20 minutos.
Desproteinizacion

1. Remover la muestra del hielo y afiadir 500 pL del cloroformo (previamente enfriado a 2-
8°C)

2. Afadir 100 pL de la PhytoPure Resin (asegurarse que la resina esté completamente
resuspendida antes de usarse).

3. Homogenizar a temperatura ambiente sobre un agitador inclinado por 10 minutos.

Alternativamente, agitar manualmente durante el periodo.
4. Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos.

5.- Sin tocar la capa de la resina, transferir, usando una pipeta, la fase superior que contiene

el ADN por encima de la resina PhytoPure (esta es de color café). Colocar en un tubo fresco.
Precipitacién del ADN

1. Afiadir un volumen equivalente, aproximadamente de 600-800 pL de isopropanol frio.
2.- invertir gentilmente el tubo hasta que el ADN precipita.

Lavado del ADN

1. Centrifugar a 14000 rpm por cinco minutos para formar la pastilla de ADN

2. Lavar la pastilla de ADN con un mL de etanol al 70% (v/v).

3. Centrifugar a 14000 rpm por cinco minutos.
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4. Descartar el sobrenadante.

5. Secar a temperatura ambiente la pastilla de ADN por 10 minutos (en campana de flujo
laminar). No excederse de este tiempo porgue se podria tener dificultad para resuspender

la pastilla.
6. Con cuidado remover las gotas de etanol del tubo y resuspender en 40 uL de H20up

D. Protocolo modificado de Dellaporta y colaboradores (1983) para la extraccion
del ADN.

La extraccion de ADN se llevd a cabo, como se describe a continuacion.

En un tubo Falcon se colect6é un volumen de 20 a 30 mL de un cultivo de C. reinhardtii de
siete dias (al final de la fase logaritmica, aproximadamente 40 millones de células), y se
centrifugaron a 3220 g en una centrifuga eppendorf modelo 5810R durante cinco minutos
a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante dejando una cantidad minima de medio de cultivo para
resuspender la pastilla obtenida. Se transfirié el cultivo resuspendido a un tubo de
microcentrifuga “eppendorf” estéril de 1.5 mL de capacidad y se centrifugd nuevamente a
3,000 rpm durante cinco minutos en una microcentrifuga marca Eppendorf modelo 5424.
Se preparé la mezcla de extracciéon: 650 pL de Buffer TEN + 0.014 vol. de B-mercaptoetanol
(precalentado a 65°C) por cada muestra y cada una se agité en un vortex (marca Daigger
Genie 2) para mezclar y posteriormente incubar a 65°C por 10 minutos. En la campana de
extraccion, se agregé la mezcla de Buffer TEN+ B-mercaptoetanol a cada muestra y se
agité vigorosamente con ayuda de un micropistilo durante 4 minutos. A cada muestra se le
anadieron 43 pL de SDS al 20%, se agitaron en un vortex y se incubaron a 65 °C durante
25 minutos, con agitaciones periédicas (vortex a velocidad # 9) cada dos-tres minutos
durante la incubacioén. Posteriormente se adicionaron 700 ul de CHCH3: AIA (mezcla 24:1
de cloroformo: alcohol isoamilico) a cada muestra y se agit6 en el vortex. Las muestras se
centrifugaron a 14,000 rpm durante cinco minutos, se recuperd el sobrenadante y fue
transferido a un tubo “eppendorf’ de 1.5 mL. Para repetir la extraccion, a cada muestra se
le afiadié un volumen de CHCH3: AIA igual al del sobrenadante y se mezclé por agitacion
en vortex. A continuacion se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante cinco
minutos, se recuperd el sobrenadante y fue transferido a un nuevo tubo “eppendorf’ de 1.5
mL. Esta extraccion se repitié hasta tres veces, con el fin de conseguir el sobrenadante de

un color lo mas claro posible. Para precipitar los acidos nucleicos del sobrenadante, a cada
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muestra se le adicion6 un volumen de isopropanol (100%) igual al del sobrenadante, se
mezclé gentilmente por inversion del tubo durante 3 minutos, y se centrifug6 a 13,500 rpm
durante 5 minutos. La pastilla obtenida fue lavada dos veces con 800 pL de etanol frio al 70
%, centrifugando a 13,500 rpm durante 5 minutos, y desechando el sobrenadante. La
pastila se secdé a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente se
resuspendié en 40 pL de Buffer TE (pH 8.0), incubando a 65 °C por 10 minutos. Transcurrido
este tiempo, se recuperd el sobrenadante y se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga
“eppendorf’ nuevo. Posteriormente se agrego 1 uL de ARNasa (1 mg/mL) y se incub6 a 37°

C por media hora. Las muestras se almacenaron a 4°C.

La concentracion de ADN se determindé midiendo la absorbancia a 260 nm (A) en un
espectrofotébmetro (SmartSpec™Plus, Bio-Rad), se realizé una dilucién 1:20 tomando 5 pL
de ADN en 95 pL de agua ultrapura, posteriormente la integridad del ADN se verificd por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% en buffer TAE y bromuro de etidio (10 pg/uL) y

se visualiz6é en un transluminador de luz UV.

E. Southern blot

El Southern blot se realizd siguiendo el protocolo de DIG application Manual for Filter
Hybridization (Roche).

Digestion con la enzima Sall y Ncol

La extraccion de ADN se llevo a cabo como se describe en el anexo c, tanto de las lineas
transgénicas como de la silvestre. La enzima de restriccion con la que se digirio el ADN fue
Sall y Ncol. Se digirieron 15 ug de ADN empleando 1U de enzima por cada 3 pug de ADN
en un volumen de 30 pL con el buffer adecuado para la enzima, para el control positivo se
uso el plasmido pChPhy (5ng/uL) linearizado con Sall. Las digestiones se llevaron a cabo
a 37 ° durante aproximadamente 16 horas. Para visualizar el producto de la digestion, se
corrié una electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% (p/v) a un voltaje de 85 durante 90

minutos.

Tras la electroforesis, se introdujo el gel de agarosa en una solucién de depurinacion (1.1%
HCI) durante 10 minutos, a continuacion se traté en una solucién de desnaturalizacion (1.5

M NaCl; 0.5 M NaOH) por 30 minutos y después en una solucién de neutralizacién (1.5 M
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NaCl; 0.5 M Trizma base) por 30 minutos. La transferencia del ADN a la membrana de
nailon (Roche) se realizé con citrato de tri-sodio 0.3M y 3 M NaCl (20x SSC) toda la noche.
A continuacion se lavé la membrana con 2x SSC y el ADN se fijé a esta adicionandola de
carga positiva con ayuda de luz ultravioleta en un equipo CL-1000 crosslinker (UVP).

Pre-hibridacion e hibridacioén.

Se realizé una pre-hibridacién de la membrana en 20 mL de una solucién DIG Easy Hyb
(Roche) a 42 °C durante al menos 1 hora. Tras la pre-hibridacién se retir6 la solucién
utilizada y se reemplazd por una nueva afiadiéndose 10-15 ng de la sonda marcada
previamente desnaturalizada a 100 °C durante 10 minutos y enfriada rapidamente en hielo.

La hibridacién se realiz6 a 42 °C durante toda la noche.
Deteccién por quimioluminiscencia

Tras la hibridacién se sac6 la membrana de la botella y se colocé en una cubeta de tamafio
similar a la membrana. La membrana se sometié a los siguientes lavados de post-
hibridacion: dos lavados de cinco minutos en solucién lavado de baja astringencia (2x SSC
+ SDS al 0,1%) a temperatura ambiente, y dos lavados de 15 min en la solucién de lavado
de alta astringencia a 68 °C (0.1 X SSC, 0.1% SDS). A continuacién se sumergio la
membrana en solucion de lavado (0.1 M &cido maleico + 0.15 M NaCl pH 7.5; 0.3% Tween
20) durante cinco minutos para equilibrarla. Posteriormente se sumergié la membrana en
la solucién de bloqueo (dilucién 10x solucién de bloqueo 1:10 con la soluciéon de acido
maleico) durante 30 min, bloquedndose asi los sitios inespecificos de unién al anticuerpo.
Después se prepard una solucion del anticuerpo (anti-Digoxigenina-AP) (Roche) a una
dilucién 1:10 en la solucién de bloqueo y se sumergi6 la membrana durante 30 min con

agitacion suave.

La eliminacion del anticuerpo no unido al ADN se realiz6 mediante dos lavados en buffer
de lavado durante 15 min. A continuacion, se sumergié la membrana en solucién de
deteccién (0.1 M Tris-HCI; 0.1 M NaCl, pH 9.5) durante cinco minutos. Se prepar6 una
solucion del sustrato CDP-star (Roche) en la solucién de deteccion diluyendo 1:100 y se
puso en contacto con la membrana durante cinco minutos. Finalmente se eliminé el exceso
de solucion y sell6 la membrana en una bolsa de plastico y se coloc6 en un casete con una
pelicula sensible a la luz visible, por diferentes tiempos y se revelo la pelicula empleando el
revelador (RP X-OMAT) y el fijador (RP X-OMAT).
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F. Protocolo modificado basado en el reactivo del TRIZOL para la extraccién de ARN,
empleando una centrifuga sin refrigeracion con el tratamiento de ADNasa incluido en

la extraccion.
1. Homogenizacion

A cada muestra con aproximadamente 5 x 107 células de C. reinhardtii congeladas en
nitrdgeno liquido se le adicionaron 1000 pL del reactivo de TRIZOL y se mezclaron por
pipeteo seguido de una agitacion con vortex (velocidad #10) durante 15 segundos.
Posteriormente se centrifugaron a 10,700 rpm durante 10 minutos Yy se recupero el
sobrenadante en un nuevo tubo (evitando tomar el pellet formado en el fondo del tubo).

2. Fase de Separacion

Las muestras se incubaron durante cinco minutos a 20 °C. Transcurrido ese tiempo a cada
muestra se le adicionaron 200 pL de la mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
(CHCHS: AlA), con posterior agitacion con vortex (velocidad #10) durante 15 segundos y se
incubaron a 20 °C durante tres minutos. Después se centrifugaron a 10,700 rpm durante

15 minutos y se recuperé el sobrenadante en un nuevo tubo.

3. Precipitacién del ARN

Al sobrenadante recuperado de cada muestra se le adicion6 un volumen igual de
isopropanol (100%) y 0.1 volumen de 3 M de NaAc pH 7.0, y se agitdé gentilmente por
inversion durante 20 segundos. Posteriormente las muestras se incubaron a 20 °C durante
10 minutos con posterior precipitacion del ARN por centrifugacion a 10,700 rpm durante

10 minutos. Se deseché el sobrenadante y se conservo la pastilla.
4. Lavado del ARN

La pastilla de cada muestra se lavd adicionando 1000 pL de etanol al 70% (v/v), con

posterior centrifugacion a 8,400 rpm durante cinco minutos y desechando sobrenadante.
5. Digestion con ADNasa

La pastilla de ARN se sec6 en una campana de flujo laminar a temperatura ambiente

durante aproximadamente 10 minutos. Una vez seca la pastilla se resuspendi6é en 39 pL de
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agua ultra pura y se le adicionaron 5 pL de buffer de DNAsa, 1L de RNAsa out y 5 pL de
DNAsa (1 U/uL) y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos.

6. Fase de separacion

A cada muestra se le adicionaron 700 pL de SSTE plus y 700 yL de la mezcla
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) (CHCH3: AlA), con posterior agitacibn con vortex
durante 15 segundos, y después se centrifugaron a 10,700rpm durante 10 minutos y se

recuperé el sobrenadante en un nuevo tubo.
7. Precipitacion del ARN

Al sobrenadante recuperado de cada muestra se le adicion6 un volumen igual de
isopropanol (100 %) y 0.1 volumen de 3 M de NaAc pH 7.0, y se agité gentilmente por
inversion durante 20 segundos y se incub6 a 20°C durante 10 minutos con posterior
precipitacion del ARN por centrifugacion a 10,700 rpm durante 10 minutos. Se desechd el

sobrenadante y se conservé la pastilla.
8. Lavado del ARN

La pastilla de cada muestra se lav6 adicionando 1000 pL de etanol al 70 %, con posterior

centrifugacion a 8,400 rpm durante 5 minutos y desechando sobrenadante.
9. Resuspension del ARN

La pastilla de ARN se sec6 en una campana de flujo laminar a temperatura ambiente
durante aproximadamente 10 minutos. Una vez seca la pastilla se resuspendié en 40 pL
de agua ultra pura. La integridad y pureza del ARN se evalué por electroforesis en un gel
de agarosa-TAE1X al 1.2 %.

10. Cuantificaciéon del ARN

La concentracion de ARN se determiné midiendo la absorbancia a 260 nm (A) en un
espectrofotébmetro (SmartSpec™Plus, Bio-Rad). Una absorbancia de una unidad a 260 nm
corresponde a 40 g de ARN por mL, (Azo = 1 es igual a 40 pg/mL). Esta relacion es valida
cuando el ARN esta eluido en agua. Es decir, si el volumen de ARN es 40 pL y la dilucién
es 5 puL de ARN en 95 uL de agua ultra pura (dilucion 1:20), y la absorbancia de la muestra
diluida es de 1.23, la concentracién de ARN es: 40 x A 260 x Factor de dilucion= 40 x 1.23

77



ANEXOS

x 20=984 pg/mL =0.984 pg/uL. Es decir, en 40 pL de muestra hay 39.36 pg de ARN
(Sambrook y Rusell, 2001).

G. Multiplicacion y purificacién del ADN plasmidico.

La extraccion y purificacion del ADN plasmidico de rutina se llevé a cabo mediante el
protocolo de lisis alcalina descrito en Sambrook y Russell (2000), con algunas

modificaciones como se describe a continuacion.

Se tomaron cultivos bacterianos inoculados con una colonia cada uno e incubados por 16
h en agitacion en medio LB liquido con ampicilina. Se sediment6 cada muestra (dos mL de
cultivo) en un tubo de microcentrifuga tipo “eppendorf’ centrifugando a 13500 rpm-14000
rpm por un minuto, y se removié el sobrenadante con una micropipeta. La pastilla fue
resuspendida en 500 pL de STE frio usando una micropipeta, se centrifugd a 13500rpm-
14000rpm por un minuto, y se removié el sobrenadante. Posteriormente se resuspendio la
pastilla en 100 yL de la solucién |, se afadieron 200 pL de la solucién Il, se mezclé por
completo invirtiendo el tubo gentilmente y se realizé una incubacién a temperatura ambiente
por tres minutos. A continuacion se afiadieron 150 pL de la solucion lll fria, se mezcl6 por
completo invirtiendo el tubo gentiimente y se incubd en hielo por cinco minutos. Después
se centrifugé a 13500 rpm-14000 rpm por cinco minutos y se transfirié el sobrenadante a
un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad. Se le afiadieron 900 pL de etanol
absoluto frio y 0.1 vol. de NaAc (acetato de sodio 3 M pH 7.0), se mezclé gentilmente
invirtiendo el tubo varias veces y se centrifug6é a 13500 rpm-14000 rpm por cinco minutos.
Posteriormente se removié el sobrenadante y se agregaron 600 puL de una solucion de
SSTE y se incub6 a 70° C por 10 minutos. Después de la incubacion se agregaron 600 pL
de CHCHS3:AIA 24:1, se mezcl6 invirtiendo el tubo varias veces, se agitdé en un vértex y se
centrifugd a 13500 rpm- 14000 rpm por cinco minutos. Se tomo el sobrenadante evitando
la interfase y se transfirid a un tubo nuevo. Se realiz6 la precitacion del ADN plasmidico
agregando 2 vol. de etanol absoluto frio y 0.1 vol. de NaAc y se incub6 a temperatura
ambiente por cinco minutos. A continuacion se centrifug6 a 14000 rpm- 13500 rpm por cinco
minutos, y se removio el sobrenadante. Posteriormente se lavo la pastilla con un mL de
etanol al 70% (v/v) y centrifugacion a 13500 rpm-14000 rpm por un minuto. Se removio el
sobrenadante y se seco la pastilla al aire a temperatura ambiente por aproximadamente 10
minutos. A continuacion se resuspendio la pastilla en 35 pL de H2O ultrapura y se incub6 a

65° C por cinco minutos. Posteriormente se agregd un puL de ARNasa A (1 mg/mL) y se
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incubd a 37° C por media hora. Las muestras se almacenaron a 4°C para su uso inmediato
0 a -20° C para su uso posterior.

La extraccion y purificacion del ADN plasmidico usado para la transformacion de C.
reinhardtii por biobalistica, se llevd a cabo utilizando el estuche comercial “High Pure

Plasmid Isolation Kit” (Roche Applied Science) siguiendo las instrucciones del proveedor.

H. Soluciones utilizadas en la extraccion y purificacidén del plasmido por Lisis Alcalina
(Sambrook y Russelll, 2001).

STE
10 mM Tris HCI (pH 8.0)

0.1 M de NacCl

1 mM de EDTA (pH 8.0)

Asegurese que el pH del STE es 8.0 después de anadir todos los ingredientes.
Solucién |

50 mM Glucosa

25 mM tris-HCI (pH 8.0)

10mM EDTA (pH 8.0)

Preparar la solucion de Stock estandar en lotes de ~100 ml y esterilizar por 15 minutos a
1.05 Kg/cm?y guardar a 4°C.

Solucion I

0.2 N NaOH (diluir de un stock de 10 N)

1% (w/v) de SDS

Preparar la solucion Il en fresco y condiciones asépticas y usarla a temperatura ambiente.
Solucion Il

5 M de acetato de potasio 60.0 mL
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Acido acético glacial 11.5mL
H.O up 28.5mL

La solucion resultante es 3M con respecto a potasio y 5 M con respecto al acetato. Guardar

la soluciéon a 4°C y transferirlo a hielo justo antes de usar.
SSTE

0.1 M NacCl

10 mM pH 8.0 Tris-HCI

EDTA 1 mM pH 8.0

0.5 % de SDS

Agua destilada

Asegurarse que el pH de la solucién es 8.0 después de que todos los ingredientes son

afnadidos. Esta solucion no se necesita esterilizar antes de usar.
Cloroformo:AIA 24:1

48 ml de cloroformo

2 ml alcohol isoamilico (AlIA)

En campana de extraccién se toman 48 ml de cloroformo y se le afiaden dos ml de alcohol

isoamilico para obtener una solucién con 50 ml de volumen final.
Etanol al 70% (v/v)

Para preparar 100 ml de una solucion de etanol (grado biologia molecular) al 70% (v/v), se
toman 70 ml etanol y se afiaden 30 ml de H,O ultrapura, se mezcla y se guarda a

temperatura ambiente.
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