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RESUMEN

realizar el analisis de las secuencias de aminoacidos de CrPAP1 a CrPAPS, se encontré
la firma caracteristica de las fosfatasas de  clase PAP, y se hicieron las predicciones de
las caracteristicas bioquimicas de la proteina para la que codifica cada gen. Ademas,
dado que las fosfatasas encontradas en este estudio son homélogas a una fitasa de
planta, se investigé la relacién filogenét  de las CrPAPs con las fitasas de plantas.

Ademas, se obtuvo evidencia de que C. reinhardtii es capaz de crecer usando |IPs como
Unica fuente de P, por lo que se sugirié que presenta al menos una fitasa endégena que
aun no ha sido identificada y caracterizada. Se observé que existen diferencias en los
parametros de crecimiento y en el perfil proteico de C. reinhardtii ante esta condicién de
cultivo. Por ofra parte, se analizd6 la expresién de los seis genes CrPAP e
interesantemente CrPAP1 y CrPAP5 se indujeron, ya sea ante la presencia de IPg 0 la
ausencia de P, respectivamente.

Para finalizar, se construyé un plasmido de transformacién para el cloroplasto de C.
reinhardtii. pChPhy. Dicho plasmido contiene el gen phyA de la bacteria ruminal
Selenomonas ruminantium que codifica para una fitasa de la clase PTP, e incluye al gen
de seleccion aadA de Escherichia coli que confiere resistencia al antibidtico
espectinomicina. Este plasmido servira en futuros estudios para investigar la produccién
de la fitasa de S. ruminantium u do a C. reinhardti como biorreactor, con la
perspectiva biotecnolégica de utilizar esta enzima como suplemento alimenticio en
animales de granja monogastricos.







ABSTRACT

Furthermore, since the phosphatases found in this study are homologous to a plant
phytase, the phylogenetic relationsl between CrPAPs and the plant phytases was
investigated, finding that CrPAPs were clustered independently of any plant PAP.

The first evidence of C. reinhardtii growing with phytate as the only source of phosphorus
was shown, which suggested that C. reinhardtii must have at least one endogenous
phytase that has not been yet identified, nor characterized. Differences in growth
parameters and protein profile of C. reinhardtii were also noticed under this culture
condition. Moreover, we analyzed the expression of the six CrPAP genes and interestingly
noticed that CrPAP7 and CrPAP5 were induced either in the presence of phytate or
deprivation of phosphorus, respectively.

Finally, a plasmid for the transformation of the chloroplast of C. reinhardtii was obtained:
pChPhy. This plasmid contained the gene phyA from the ruminal bacteria Selenomonas
ruminantium encoding a phytase of the PTP class, and includes the selection gene aadA
from Escherichia coli which confers resistance to the antibiotic spectinomycin. This
plasmid will be used in future studies to investigate the production of the phytase from S.
ruminantium using C. reinhardtii as a bioreactor, with the biotechnological prospect of

using this enzyme as food supplement in monogastric farm animais.







INTRODUCCION

un gran potencial para mejorar la adquisicién de P en las plantas y ser usada con fines de
fitorremediacién (Xiao et al., 2005).

Por su parte, Chlamydomonas rc  hardtii es una microalga verde eucariota que ha sido
utilizada tradicionalmente como modelo de estudio en procesos fisioldgicos como la
fotosintesis. Recientemente, se han utilizado como biorreactor para la produccién de PRs
de interés comercial, como las fitasas, asi como de otras sustancias econémicamente
importantes (Yoon et al., 2010; Manuell y Mayfield, 2006; Pulz et al., 2004). Lo anterior se
debe a que esta microalga presenta caracteristicas atractivas para este fin, como por
ejemplo su rapida multiplicacién, la rapida obtencién de transformantes iniciales, la
facilidad de escalamiento, asi como su capacidad de crecer fototroficamente,
heterotréficamente o mixotréficamente, y ademas tanto el genoma del nicleo (nimero de
accesion en el GenBank NW_001843987) como el genoma del cloroplasto (Namero de
accesion en el GenBank BK000554) han sido secuenciados en su totalidad (Merchant et
al., 2007; Franklin y Mayfield, 2004; Maul et al., 2002).

Hasta la fecha, no se ha reportado la presencia de fitasas endégenas en alguna microalga
eucariota. Sin embargo, un reporte previo menciona datos no publicados acerca de la
capacidad de C. reinhardtii para crecer en presencia de IPs como Unica fuente de P
(Quisel et al., 1996), lo que sugiere la presencia de al menos una fitasa, hasta ahora no
identificada y caracterizada, en esta microalga. Estudios previos han identificado
fosfatasas alcalinas en C. reinhardtii, pero ninguna de ellas presenté afinidad por el 1Pg
(Patni et al.,, 1977, .Matagne et al., 1976; Loppes y Matagne, 1973). De encontrarse una
fosfatasa con actividad de fitasa en C. reinhardtii, permitiria explorar la posibilidad de
usarla como aditivo alimenticio, sin necesidad de purificarla, dado que C. reinhardtii es
considerada como un organismo adecuado para su consumo (Mayfield et al., 2007).
Ademas, se abriria un area de investigacidn inexplorada las microalgas, ya que el
conocimiento que se tiene de fosfatasas es todavia muy limitado en estos organismos.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar molecularmente
secuencias homélogas a PAP en C. reinhardtii. Como parte de esta caracterizacion, se
propuso el andlisis de la expresion de los genes identificados ante la presencia de IPs
como Unica fuente de P en el medio. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis













CAPITULO |

1.1.2 Fisiologia

C. reinhardtii es capaz de crecer con relativa facilidad en un medio definido, ya sea liquido
o agar, siempre y cuando se encuentre a un pH neutro (pH 7.00) y no requiere de
vitaminas suplementarias o cofactores adicionales para su crecimiento. Esta microalga es
capaz de asimilar el acetato como fuente de carbono, lo que le permite continuar su
crecimiento en condiciones de oscuridad ac nas de acelerar su crecimiento, ya sea en

presencia o ausencia de luz.

La temperatura 6ptima para su crecimiento se encuentra en el rango entre los 20 y 25 °C,
son capaces de soportar temperaturas de asta 15 °C por debajo de su nivel éptimo, en
tanto que solo pueden soportar 2 °C por arriba de este (Mata et al., 2010). Pueden llegar a
duplicarse en promedio cada 6 u 8 horas. La divisién celular ocurre generalmente durante
la fase oscura del foto-periodo, con dos o tres divisiones mitéticas consecutivas rapidas.
En cada division, a partir de una sola célula madre se producen cuatro células hijas, las
cuales son liberadas al mismo tiempo. El numero de divisiones que se den por cada ciclo
depende del tamafio que haya alcanzado la célula madre durante la fase G1.

Normalmente, las células de C. reinhardtii son haploides y corresponden a uno de los dos
tipos de apareamiento (mt+ 0 mt-). Cuando estas células entran en un estado de privacion
de nitrébgeno, ambos mating types, se diferencian en gametos sexuales competentes. C.
reinhardtii es capaz de asimilar nitrégeno en diversas formas; ya sea como nitrato, nitrito,
amonio e incluso urea, en tanto que la asimilacién de carbono sigue una via muy
complicada e incluye diversas formas de anhidrasas carbénicas. Se ha visto que la
limitacién de CO,, en presencia de luz o de : tato en oscuridad, propicia la acumulacién
de grandes cantidades de almidén. La ausencia de azufre induce la expresiéon de un
sistema de transporte de alta afinidad, en tanto que la de fosfatos, induce la expresion de
diversas fosfatasas (Harris, 2001).
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1.2 ENZIMAS FOSFATASAS

El fésforo (P) es conocido por ser un nutrimento esencial en los procesos metabolicos y
componente vital de la estructura de las biomoléculas de los seres vivos; sin embargo, la
mayoria del P se encuentra en forma de compuestos organicos y solo puede ser
asimilado por estos organismos después de haber sido hidrolizado por medio de
fosfatasas (Yadav y Tarafdar 2001; Tarafdar y Jugk 1987).

Las fosfatasas han sido encontradas en todos los organismos eucariotas y representan
uno de los grupos de proteinas funcionales mas grandes (Luan, 1998). Las funciones de
las fosfatasas son proveer el P durante la germinacién de las semillas (Brinch-Pedersen et
al., 2002); la movilizacién interna de P (Duff et al., 1991) y la liberacién del P en los suelos
en forma de esteres organicos mediante la exudacién de enzimas en la rizosfera (Miller et
al., 2001). Ademas, se sabe que son un componente muy importante de las cascadas de
sefializacion en todos los organismos eucariotas (Luan, 1998).

Este tipo de enzimas son generadas como una respuesta universal de las plantas ante
condiciones de deficiencia de P y se ha visto que esta clase de enzimas se encuentran
distribuidas en todos los 6rganos de las plantas y su actividad puede ser detectada a lo
largo del desarrollo (Duff et al., 1994).

Las fosfatasas se agrupan en cuatro grandes grupos, con base en los dominios o
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 ef al., 2009).

Existen fosfatasas cuya funcién esté relacionada con la obtencién de P a partir de
substratos organicos y entre ellas se encuentran las conocidas como fitasas.

12
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1.2.1 Enzimas fitasas

El término fitasa se usa de manera genérica para describir a una enzima fosfatasa capaz
de hidrolizar los enlaces fosfomonoéster del |Ps, también conocido como &cido fitico [myo-
inositol (1, 2, 3, 4, 5, 6) hexakisfosfato]. Este compuesto es un constituyente comun de los
alimentos derivados de las plantas, ya que es la principal forma de almacenamiento de P
e inositol en los cereales, leguminosas y semillas oleaginosas, representando
aproximadamente entre el 60 y el 90% del P total contenido en las plantas y entre el 50 y
80% de P organico presente en el suelo. Las plantas adquieren el P por medio de las
raices, y la forma preferida es la del Pi; sin embargo, el P organico se encuentra presente
en el suelo en mayor concentracion (Rao et al.,, 2009; Tang et al., 2006).

Se ha reportado que plantas como la soya sintetizan enzimas fosfatasas en las raices,
con el fin de hidrolizar el 1Ps presente en el suelo y que el P liberado por esta hidrélisis
pueda ser asimilado por la planta (Kuang et al., 2009). Por otro lado, el IPs puede formar
complejos con iones de Ca*® o Mg*?, conocidos como fitina, disminuyendo de esta manera
la disponibilidad de nutrimentos en el suelo para las plantas (Rao et al., 2009).

Las fitasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que pueden ser
encontradas en bacterias, hongos, plantas y algunos tejidos de animales. En el caso
particular de las microalgas, no se conoce si poseen esta clase de enzimas. Quisel y
colaboradores (1996) mencionaron, la observacion de que C. reinhardtii era capaz de
crecer en un medio suplementado Unicamente con IPs como fuente de P, pero a ia fecha
no se han reportado evidencias que corroboren esta observacion.

Las fitasas, como su nombre lo dice, estan involucradas en hidrolizar principalmente el
IPg; sin embargo, algunas fitasas son capaces de utilizar otros sustratos organicos ricos
en P como la glucosa-6-fosfato, ATP, fenil-fosfato, entre otros a partir de los cuales se
libera Pi. Estas enzimas recientemente han ganado importancia en la industria
agropecuaria, ya que al ser proporcionadas en la dieta de los animales monogastricos
propician una mejor asimilacién de los nutrimentos presentes en los alimentos. De esta
manera, las fitasas llevan a cabo una doble funcién en el campo, disminuyendo el costo
econdmico para los productores al disminuir la cantidad de Pi que normalmente adicionan
a la mezcla alimenticia y que ademas de caro es un recurso no renovable y por otro lado

13
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protegen al medio ambiente de la contaminaciéon que resulta de las excretas de los

animales (ricas en P por el IPs no asimilado) evitando asi la eutrofizaciéon de los cuerpos
de agua (Yao ef al,, 2012).

1.2.2 Clasificacién de las fitasas

Las fitasas se pueden clasificar de acuerdo al pH al que actlian (acidas, neutras 6

alcalinas) y de acuerdo a su estructura. En esta udltima clasificacién, se conocen cuatro
clases principales de fitasas (Rao et al., 2009; Puhl et al., 2007; Mullaney y Ullah 2003; Li
et al, 2002).

o,
.

®.
*

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.

Fitasas B-propela (BPP): pertenecen principalmente a bacterias del género Bacillus.
Estas enzimas tienen una arquitectura de propela formada por seis laminas y seis
sitios de uniébn a Ca'™ en cada molécula de proteina, por lo que la actividad
enzimatica es dependiente de Ca*.

Fosfatasas acidas purpura (PAP): son caracteristicas de las plantas, aunque se han
encontrado en bacterias, hongos y animales. Se encuentran como una
glucoproteina homodimérica, con un sitio activo de Fe(lll)-Zn(ll) o Fe(lll)-Mn(ll), lo

cual le proporciona el color purpura caracteristico de este tipo de enzimas.

Proteinas fosfatasas de tirosina (PTP): se les llamé asi por su similitud con las
proteinas fosfatasas de tirosina (PTP), ya que contienen en su secuencia
aminoacidica la firma caracteristica de las | ,+ (HCEAGVGR). La primera fitasa de
clase PTP fue aislada a partir de la bacteria anaerébica ruminal Selenomonas
ruminiantum. Se les ha dado también el nombre de fitasas de cisteina, ya que su
sitio activo se encuentra c_.._no 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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mezclas alimenticias con Pi para lograr un crecimiento éptimo de los animales, y 2) que
los desechos producidos por estos animales contengan altos niveles de IPg, lo que
contribuye de manera significativa a la contaminacion de los cuerpos de agua,
provocando la eutrofizaciébn de los ambientes acuéticos y en consecuencia la
sobrepoblacion de algas, lo que a su vez podria causar problemas ambientales, asi como
afectar a la industria acuicola (Rao et al., 2009; Chen et al., 2008). Una solucion a la
problematica antes mencionz.__. es la produccién de fitasas con caracteristicas adecuadas
para ser adicionadas a las mezclas alimenticias, es decir, que sean capaces de actuar a
pH acidos y con alta afinidad por su sustrato.

Otra aplicaciéon de las fitasas es en la nutricion humana, ya que en los paises en
desarrollo, la desnutricion es un factor imperante en estas regiones, por lo que la ingesta
de minerales disminuye. El ser humano, al no contar con una fuente adecuada de
minerales, necesita de la adicién de suplementos y en este sentido las fitasas podrian
jugar un rol muy importante, aliviando la necesidad de minerales en la dieta de la
poblacién de los paises en desarrollo (F . et al., 2009).

La primera fitasa en entrar al mercado de la alimentacién animal fue producida a partir de
una cepa modificada de Aspergillus ficuum la cual presentaba una actividad de al menos
50 veces mayor que su contraparte nativa. Esta fitasa en la actualidad es vendida por
BASF, bajo el nombre Natuphos (Haefner et al., 2005). En el Cuadro 1.1 se muestran
algunas de las fitasas disponibles en el mercado.

Cuadro 1.1 Fitasas disponibles comerciaimente.

Nombre comercial Origen Organismo productor Empresa
Natuphos Aspergillus ficum Aspergillus niger BASF
Finase Escherichia coli Trichoderma reesei AB Vista
Quantum E. coli Pichia pastoris AB Vista
Biofeed Peniophora lycii Aspergillus oryzae Novozymes
Phyzyme E. coli Schizosacharomyces pombe Danisco
Optiphos E. coli P. Pastoris Huvepharma
Ronozyme P. lycii Aspergillus oryzae DSM
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1.2.4 Fitasas recombinantes

Las fitasas han sido expresadas de forma recombinante, tanto en plantas como en
animales. Algunas plantas que han sido utilizadas como biorreactor son dicotiledéneas,
como tabaco (Zhang et al., 2005), Arabidopsis (Xiao et al, 2005), alfalfa (Ullah et al.,
2002) y soya (Li et al., 1997). En cambio, en el caso de animales, se han expresado en
ratones y cerdos (Golovan et al., 2001% Golovan et al., 2001°). También, se han hecho
esfuerzos por producir este tipo de enzimas en organismos como levaduras o bacterias
(Yang et al., 2012.; Tran et al., 2010).

Recientemente, 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 endégena, 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. En el Cuadro 1.2 se enlistan algunas de las fitasas que han sido
producidas de manera recombinante.

Cuadro 1.2 Algunas fitasas recombinantes producidas en diversos sistemas de biorreactores.
PST= Proteina soluble total; U= Unidades enzimaticas.

Fuente de Organismo Rendimiento Referencia
la fitasa heterdlogo
E. coli Cerdo 2-5 U/mL Golovan et al., 2001°
E. coli Ratén - Golovan et al., 2001°
S. ruminantium Semillas de Arroz 0.5 % PST Hong et al., 2004
Aspergillus Semilias de Canola 1.0 PST% Peng et al., 2006
Citrobacter braaki Pichia pastoris 3.2 mg/mL Huang et al., 2006
E. coli Chlamydomonas reinharatii 10 U/mg Yoon et al,, 2011,
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1.2.5 Fitasa de Selenomonas ruminantium

Una fitasa que presenta caracteristicas interesantes para ser expresada de forma
heterdloga es la fitasa de S. ruminantium. Esta fitasa, como se mencioné anteriormente,
pertenece a la clase de proteinas fosfatasas de tirosina (PTP), ya que contiene en su sitio
activo la secuencia caracteristica de este tipo de enzimas (HCXsRS/T) y ademas su
estructura y mecanismo de hidrélisis es similar a las PTP (Puhi et al., 2007 Chu et al,,
2004;).

Al ser caracterizada bioquimicamente, se observé que esta enzima tiene 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). { peso molecular es de aproximadamente 39 KDa y
su punto isoeléctrico (pl) calculado es de 8.54. Los parametros cinéticos de esta enzima
fueron determinados por Puhl y colaboradores (2007), como se presenta en el Cuadro
1.3.

Cuadro 1.3 Parametros cinéticos de la fitasa de S. ruminantium (Tomado de Puhl et al., 2007).

kcat (s™') RM (peoe., kcat/Km (uM"'/s™)
phyAs 264 £ 19 425+ 28 621 £ 61

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
6ptima en 3.0 y 5.0. La temperatura éptima 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 4.0 y 7.0 (Cheng et al., 1999). Otras enzimas utilizadas comunmente
en la alimentacion animal presentan activ . _d 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 alimentacién animal, el rendimiento obtenido tan solo fue del 0.5 % de proteina
soluble total (PST), el cual no cumple con el 1 % necesario para que una PR sea viable
para su comercializacion (Kusnadi et al., 1997). Por esta razén, es importante analizar
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1.4 BIORREACTORES PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES

La tecnologia del ADN recombinante ha permitido modificar genéticamente diferentes
clases de organismos que actuan como reactores biolégicos para la produccién de PR
con aplicaciones terapéuticas o industriales. Para ello, se hace uso de varios sistemas de
expresion disponibles comercialmente o de aquellos desarrollados con fines de
investigaciéon. También, se pueden disefiar segun las necesidades especificas de cada
proteina y para ello se debe tener en cuenta parametros como el origen biolégico, las
propiedades quimicas y biolégicas de proteinas asi como la aplicaciéon final y el
bioproceso (Guerrero-Olazaran et al.,, 2004). El sistema de expresion ideal es aquel que
ofrece la produccién de material biolégicamente activo, de una manera segura y al mas
bajo costo (Daniell et al., 2001).

En la actualidad se utiliza una gran variedad de hospederos, que van desde bacterias,
levaduras, insectos, hasta plantas y mamiferos, asi como lineas celulares derivadas de
estos mismos organismos. Cada uno de estos sistemas ofrece diferentes ventajas en
términos de rendimiento proteico, facilidad de manipulacién, asi como costos de
produccién. En el Cuadro 1.5 se realiza la comparacion de las caracteristicas que ofrecen
algunos de ellos.

1.5 PLANTAS COMO BIORREACTORES PARA LA PRODUCCION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

La tecnologia del ADN recombinante ha hecho factible la modificaciéon del genoma vegetal
con la adicion o reemplazo de genes especificos y secuencias reguladoras de ADN, para
la produccién de PR (Boehm, 2006), ya sea de interés farmacéutico o industrial. Ejemplo
de ello es la produccién de endoglucanasas o xilanasas en el cloroplasto de tabaco
(Verma et al., 2010)
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En el Cuadro 1.6 se muestran algunos ejemplos de PR producidas en plantas.

Cuadro 1.6 Algunas proteinas recombinantes producidas a nivel nuclear en plantas superiores.
PST= Proteina soluble total (Modificado de Daniell et al., 2009)

Proteina recombinante Sistema de Nivel ae Referencia
expresion Expresion
Factor de crecimiento de Soya 2.3% PST Ding et al., 2006
fibroblasto basico humano
Avidina Maiz 20% PST Hood et al.,1997
Tripsina Maiz Horn et al, 2004
Proteina de la seda de arafia Tabaco 2% PST Scheller et al., 2001
Papa
Hormona del crecimiento Suspension de 57 mg/L Kim et al., 2008
humano células de arroz
Vacuna contra Rotavirus Tubérculo de papa 0.4 % PST Liet al, 2006
Subunidad B de la toxina del Arroz 2.1% PST Nochi et al., 2007
colera

El potencial flujo génico via polen hacia los cultivos adyacentes en la transformacién a
nivel nuclear (Franklin & Mayfield, 2 4), ha causado preocupacién a nivel social acerca
de la liberacién de organismos genéticamente modificados al medio ambiente. Por esta
razon, se han creado nuevas metodologias para la produccion de PR, como la creada por
la compafiia Large Scale Biology Corp., y que consiste en asperjar plantas de tabaco con
el virus del mosaico, el cual acarrea el gen de interés con la ventaja de producir grandes
cantidades de la proteina recombinante, exclusivamente durante el periodo que tardan las
hojas en caer (Kaiser, 2008). Icon Genetics desarrollé la metodologia conocida como
Magnifection, en la cual se sumergen las plantas en una solucién conteniendo una cepa
de A. tumefaciens modificada con el gen de interés, y aplicando vacio en un area de
contencion total (Gleba ef al., 2005). Esta metodologia ha demostrado ser sumamente
efectiva para la produccion de PR, por lo que fue adquirida por la compariia Bayer en el
afo de 2006.

La transplastémica es otra herramienta que permite la contencién del transgen para evitar
el flujo génico. Esta metodologia fue desarrollada por Boynton y colaboradores (1988)
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Cuadro 1.7 Algunas proteinas recombinantes producidas en el cloroplasto de plantas superiores.

Proteina recombinante Sistema ae Nivel de Rererencia
—-presién Expresion
m ~ "Tapaco 5% PSI McBride et al., 1995
Xilanasa Tabaco - Verma et al.,, 2010
Toxina B del célera Lechuga 9.4% PST Davoodi-Semiromi et al., 2009
Antigeno protector contra Tabaco 14.2% PST Koya et al., 2005
el antrax
Toxina del tétanos Tabaco 7.0% PST Tregoning et al.,, 2005
Antibidtico proteico Tabaco >70 % PST Oey et al., 2009

contra Streptococcus

PST= Proteina soluble total

1.7 MICROALGAS COMO BIORREACTORES PARA LA PRODUCCION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

Las algas verdes han sido utilizadas desde principios del siglo XX como modelo para
entender los mecanismos que regulan la expresién de genes relacionados con la luz, los
nutrientes y el aparato fotosintético (Harris, 1989) y constituyen un grupo diverso, que
incluye tanto microorganismos procariotas como eucariotas, con una gran importancia
biolégica, ya que el 50 % de la fijacion global de carbono se debe a ellas (Field et al.,
1998). Estos organismos han sido explotados para obtener diversos compuestos de
interés biotecnologico (Apt y Brekens, 1999), entre los que se encuentran pigmentos
como el B-caroteno (Borowitzka et al., 1999) y acidos grasos, como los omega-3 (Pulz y
Gross, 2004).

A diferencia de organismos como bacterias, levaduras y plantas solo algunas especies de
microalgas han sido exitosamente transformadas, a pesar del gran potencial que
presentan para ser manipuladas genéticamente. Dicho  itencial abre todo un abanico de
posibilidades para el incremento en la producciéon de los compuestos con aplicaciones
biotecnolégicas (Ledn-Bafares et al., 2004), como en el caso de los biocombustibles
(Dunahay, 1996), la biorremediacion (Cai et al., 1999), asi como la produccién de
sustancias bioactivas de uso farmacéutico (Sun et al., 2003). Por otro lado, las microalgas

pueden ser utilizadas como hospederos de genes especificos que codifican para
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Los promotores que han sido empleados para llevar a cabo la transformaciéon de C.
reinhardtii a nivel nuclear se pueden dividir en dos clases, la primera clase son
considerados como de tipo constit /0 y son el promotor RBCS2, el promotor en tandem
HSP70A-RBCS2, asi como el promotor PSAD. La segunda clase de promotores
corresponde a los de tipo inducible, y entre ellos encontramos, el promotor N/T1, que es
capaz de ser inducido por medio de la privacién de amonio, el promotor CA7 es inducido
por las bajas concentraciones de CO,, y el promotor CYCS6, el cual es inducido por la
disminucién en las concentraciones de cobre en el medio, asi como por la adicién de
niquel o cobaito (Ferrante et al.,, 2008). En el Cuadro 1.8 se muestran algunos ejemplos
de PR producidas en el nucleo de C. reinhardti.

Cuadro 1.8 Proteinas recombinantes y los rendimientos proteicos obtenidos en el nucleo de

Chlamydomonas reinhardtii.

P+5'UTR Proteina J'UTR Rendimiento Referencia

Par4 Xyn1 rbesz  U.25% PST Rasala et al., 2012

Hsp70A/rbcS2 crEpo rbes2 0.03% PST Eichler-Stahlberg et al., 2009

rbecS2 aadA beS2  ereeeeeeeees Cerutti et al., 1997
Hsp70A/rbcS2 gluc rbcS2 10mg L’ Lauersen et al., 2012

PST= Proteina soluble total; P= PromotorM; UTR= Regidn no traducible

1.8.2 Expresién de proteinas recombinantes en el cloroplasto de C.

reinhardtii

Al igual que en el caso del nucleo, las PR han sido producidas en el cloroplasto de esta
microalga y se ha demostrado que la acumulacién de proteinas en el cloroplasto es
afectada por diversos factores, tales como la tasa de transcripcion, el procesamiento del
ARN, la estabilidad de los mensajeros, la traduccion y la conversion de la proteina. En
este sentido, la regulacién de la traduccién ha sido identificada como el paso limitante en
el ajuste para la acumulacion de proteinas en el cloroplasto, en respuesta a cambios del
desarrollo y ambientales (Barnes et al., 2005).
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Estos autores proponen que las mejores combinaciones fueron las que incluian el
P+5'UTR del gen atpA con el 3UTR del gen psbAy el P+5'UTR del gen psbD y el 3'UTR
del gen psbA.

En el Cuadro 1.10 se pueden observar algunos de los rendimientos proteicos obtenidos,
asi como las regiones reguladoras empleadas en el cloroplasto de C. reinhardtii como

sistema de expresion de PR.

Cuadro 1.10 Proteinas recombinantes y los rendimientos proteicos obtenidos en el cloroplasto de

C. reinhardtii.

P+5’UTR Proteina 3'UTR Apiicacion Rendimiento Referencia
PST (%)
atpA HSVs-1sc rbeL anticuerpo 0.5 Mayfield et al., 2003
monoclonal
psbD* M-SAA pSbA Terapeutico 5 Manuel et al., 2007
atpA CSFV rbcL Vacuna oral 2 He et al., 2007
rbeL hGAD-65 rbel Terapeutico 0.25-0.3 Wang et al., 2008
pSbA* 14NF3 pSbA rrapeutico 3 Rasala et al,, 2010
rbeL CTB-D2 rbel Vacuna oral 0.7 Dressen et al., 2010
psaA-exon1 AcrV rbelL Vacuna 0.8 Michelet et al., 2011

PST= Proteina soluble total. * Sustitucién del gen psbA endégeno.
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1.10 HIPOTESIS

C. reinhardtii presenta en su genoma secuencias homélogas a fosfatasas acidas purpura,
y alguno de estos genes se expresa diferencialmente en respuesta a la presencia de fitato
en el medio de cultivo.

1.11 OBJETIVOS
1.11.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar molecularmente secuencias homoblogas a fosfatasas acidas
purpura en C. reinhardltii, asi como generar un plasmido que permita la transformacién del
cloroplasto con el gen de phyA de Selenomonas ruminantium.

1.11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar y caracterizar in silico secuencias homélogas a fosfatasas acidas
purpura (CrPAP) en el genoma de C. reinhardtii.

2. Evaluar el efecto del IPs como unica fuente de P en los parametros de cultivo y
perfil de proteinas de C. reinhardtii.

3. Evaluar el efecto del IPs como unica fuente de P en la expresion de los genes
CrPAP identificados en C. reinhardltii.

4. Generar un plasmido reco inante para la transformacién del cloroplasto de C.
reinhardtii que contenga una construccién con el gen phyA que codifica para la
fitasa PTP de S. ruminantium.
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De acuerdo a su estructura molecular, las fitasas pueden ser clasificadas en cuatro
clases: 1) Fosfatasas acidas de histidina (HAP), 2) Fitasas B-propela (BPP) 3) Fosfatasas
de tirosina (PTP) y 4) fosfatasas acidas purpura (PAP) (Puhl et al., 2007; Mullaney y Ullah
2003). Las fitasas de la clase BPP son consideradas como fitasas alcalinas, en tanto que
las de las clases HAPs, PTPs y las PAPs son consideradas como fitasas acidas (Yao et
al., 2011). Unicamente las fitasas clase HAP y PAP han sido reportadas en plantas
(Dionisio et al., 2011). Los genes de las fitasas PAP que han sido aislados a partir de
plantas incluyen especies como Glycine max (Hegeman y Grabau 2001), Arabidopsis
thaliana (Kuang et al., 2009), Nicotiana tabacum (Lung et al., 2008) y Medicago truncatula
(Xiao et al., 2005).

Las enzimas PAP, han sido encontradas en varios hongos, plantas y animales (Schenk et
al., 2000), y secuencias tipo PAP han sido identificadas en genomas de tipo procariota
(Yeung et al, 2009). Estas enzimas en el caso de las plantas se ha reportado que
participan en la adquisicibn de P (Lung et al., 2008), en la generacidon de especies
reactivas de oxigeno (Liao et al., 2003), el desarrollo floral (Zhu et al., 2005) y en la
biosintesis de pared celular (K a et al., 2010). En el caso de los animales, se cree que
estan involucradas en el transporte de hierro (Nuttleman y Roberts, 1990) y en la
reabsorcion 6sea (Ek-Rylander et al., 1994)

Las PAPs son glucoproteinas que contienen un centro metalico binuclear compuesto por
Fe(lil-Fe(ll), Fe(li-Zn(ll) o Fe(ll)-Mn(1l) (Schenk et al., 1999; Klabunde et al., 1995) y se
caracterizan por su intenso color rosado o violeta, su pH bajo para llevar a cabo su
actividad enzimatica y por su resistencia a la inhibiciéon por tartrato (Vincent et al., 1990).
Los sitios de unién a los metales se encuentran en siete residuos aminoacidicos
distribuidos dentro de cinco bloques conservados [DXG, GDXXY, GNHE/D, VXXH, GHXH]
los cuales dan lugar a la firma caracteristica de las PAPs (Schenk et al., 2000).

C. reinhardtii es una microalga verde que ha sido usada como organismo modelo tanto
para estudios fisiolégicos como genéticos (Harris 2001), incluyendo el estudio del
metabolismo del P (Shimogawara et al., 1999). Se ha sugerido que el genoma poliploide
del cloroplasto de esta microalga pudiera ser empleado como almacén de P en C.
reinhardtii, y que el cloroplasto pudiera contribuir a la movilizacion del P durante la
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% Fitasa clase HAP: Aspergillus niger phyA (CAA78904.1)
» Fitasa clase B-propela: Bacillus subtillis phyC (ACR78677.1)
% Fitasa clase PTP: Selenomonas ruminantium (AAQ13669.1)

Los porcentajes de identidad entre los aminoacidos de las proteinas predichas fueron
determinados con el programa MegAlign del paquete bicinformatico Lasergene version
7.2 (DNASTAR, Madison, WI). Los dominios conservados fueron predichos con la base de
datos SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) (Letunic et al., 2012), y con la base de
datos de dominios conservados (CDD) del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/cdd).

2.2.2 Alineamiento multiple de secuencias

Las proteinas predichas fueron alineadas con el programa ClustalX v2.0 con los
parametros pre-establecidos (Larkin et al., 2007). Los residuos aminoacidicos idénticos
fueron sombreados en el alineamiento con color negro y las substituciones conservativas
con color gris usando el programa en linea Boxshade
(http:/mww.ch.embnet.ora/software/BOX form “*l). Con la finalidad de identificar la firma

caracteristica de las metalofosfoesterasas PAP presentes en la secuencias CrPAP, se
incluyeron secuencias proteicas de fitasas PAP de G. max (Gmphy) (GenBank
AAK49438.1), A. thaliana (Atphy) (GenBank AAN74650.1), N. tabacum (Ntphy) (GenBank
ABP96799.1) y M. fruncatula (Mtphy) (GenBank AAX71115.1).

2.2.3 Analisis filogenético

El arbol filogenético fue construido empleando el método de “Neighbor Joining” (NJ)
(Saitou y Nei 1987) con una correccion de tipo Poisson (Zuckerkandl y Pauling 1965) y
empleando el algoritmo de NJ incluido en el programa bioinformatico “Molecular
Evolutionary Genetic Analysis" (MEGA) versién 5 (Tamura et al., 2011).

Se empleé un Bootstrap de 1000 réplicas para evaluar el grado de soporte para los
patrones de agrupamiento dentro del arbol filogenético. Para el analisis filogenético fueron
incluidas secuencias de fitasas PAP ya caracterizadas y secuencias tipo PAP de las
plantas usadas por Dionisio y colaboradores (2011). De manera adicional, la secuencia
proteica Gmphy fue usada como referencia para lievar a cabo un analisis en BLASTP con
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la finalidad de obtener secuencias tipo PAP fitasa a partir de los genomas de diferentes
especies de microalgas como: Ostreococcus tauri, Ostreococcus lucimarinus,
Ostreococcus sp. RCC809, Micromonas pusilla CCMP 1545, Micromonas sp. RCC299,
Coccomixa sp. C-169, Chlorella variabilis NC64A y Volvox carteri f. nagariensis,
disponibles en el portal de genomas del Joint Genome Institute (JGI,
http://genome.jgi.doe.gov/). Ademas, se incluyeron secuencias de proteinas PAP de
organismos tales como Sus scrofa (GenBank P09889), Homo sapiens (GenBank
P13686), Mus musculus (GenBank Q05117) y Ratus norvergicus (GenBank P29288).
Para la construccion del arbol filogenético unicamente se consideré la regidén entre el
primer motivo conservado de las PAPs (DXG) (Schenk et al, 2000) y el bloque
conservado que contiene el octavo residuo de Cys, reportado por Kuang y colaboradores
(2009) en la secuencia de Atphy.

2.2.4 Prediccion de péptido senal

La prediccion de péptidos sefial en las secuencias CrPAP se realizé con el programa
bioinformatico SignalP 3.0 que predice la
existencia de péptidos sefial, la longitud y el sitio de corte de este. Para determinar en qué
sitio era probable que las secuencias tipo PAP encontradas en el genoma de C. reinhardtii
llevaran a cabo su actividad catalitica se predijo su ubicacion intracelular, empleando el
programa TargetP Ambos programas fueron

utilizados con los parametros predeterminados.

2.2.5 Prediccion de elementos de respuesta cis en los promotores de las

secuencias CrPAP

La prediccién de elementos de respuesta en cis de los promotores de las secuencias
CrPAP fue realizada con el programa PLACE (Plant Cis Acting Regulatory DNA Elements)

(Higo et al, 1999). Para ello se analizaron 1000
bases previas al sitio de inicio de la traducciéon. PLACE es una base de datos que recopila
a partir de reportes previos los elementos reguladores de ADN responsivos encontrados
en cis en plantas. Esta base de datos proporciona una breve descripcién de cada uno de
los motivos, asi como la literatura relacionada con dicho elemento.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Identificacion de secuencias homologas a fosfatasas acidas purpuras
(PAP) en el genoma de C. reinhardtii

La busqueda de secuencias clase PAP en el genoma de C. reinhardtii mediante el
programa BLASTP se ree.._o empleando como referencia las secuencias de fitasas clase

PAP mencionadas previamente en materiales y métodos.

La busqueda por similitud usando la secuencia proteica de la fitasa PAP Gmphy dio como
resultado cinco secuencias homélogas, la cuales fueron nombradas como CrPAP1,
CrPAP2, CrPAP3, CrPAP4 y CrPA En el caso de CrPAP1 fue la secuencia con el
menor valor de E (1.3e7") y CrPAPS5 el valor de E mas elevado (9.6e™"). Se obtuvo una
secuencia mas usando la secuencia PAP de G. max (GenBank AAF60316.1), con un
valor de E de 2.4e4, y fue nombrada como CrPAP6. No se encontraron més secuencias
homoélogas al realizar la busqueda con las seis secuencias CrPAP encontradas

previamente. Los datos anteriores se pueden visualizar en el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1 Secuencias homélogas tipo PAP encontradas en el genoma de C. reinhardlii.

Locus Céu.y0 Score E Similitud Cobertura de

la secuencia
Cre16.9672250 CrPAP1 287.3 1.3¢”" 36.3% 83.5%
Cre13.g578350 CrPAP2 2596 26 33.0% 80.4%
Cre11.g476700 CrPAP3 2488 4.7 33.1% 80.4%
Cre11.g468500 CrPAP4 98.2 1.0e%° 25.7% 52.4%
Cre12.g500200 CrPAP5 85.1 9.6e" 43.3% 17.1%
Cre06.9259650 CrPAP6 1429  24e™ 29.7% 90.3%

Cabe sefialar que la busqueda con las secuencias de Aspergillus niger phyA
(CAA78904.1) de la clase HAP, Bacillus subtillis phyC (ACR78677.1) de la clase B-propela
y Selenomonas ruminantium (AAQ13669.1) de la clase PTP, no arroj6 resultados
significativos, por lo tanto se considerd que no existen esta clase de secuencias en el

genoma de C. reinhardltii.
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Cuadro 2.3 Porcentaje de identidad de las secuencias CrPAP1-6 comparadas con las fitasas PAP
de plantas. Atphy: fitasa de Arabidopsis thaliana; Ntphy: fitasa de Nicotiana tabacum; Mtphy: fitasa
de Medicago truncatula; Gmphy: fitasa de Glycine max.

CrPAP1 uirAP2 CrPars CrPAra urPAP5 CrPAP6 Atphy  Ntphy Mtphy Gmphy

CrPAP1 432 441 26.7 305 325 55.1 543 547 52.4
CrPAP2 - - an 2 22.8 9 27.1 47.2 48.8 48.1 451
CrPAP3  —oooe e _ 22.5 25.9 26.9 46.9 48.9 47.9 45.0

CrPAP4 - 15.4 19.5 29.1 28.1 29.2 26.8
CrPAPS h 34.8 31.8 30.5 31.0 30.3
CrPAPS -- - 36.3 35.8 35.5 35.1

Atphy . 81.7 82.2 77.2
Ntphy 84.4 753

Mtphy 76.0
Gmphy  —r et et et s s e e -

Cuadro 2.4 Motivos consenso encontrados en las PAPs de C. reinhardtii. En negritas se destaca el
residuo que debe de permanecer conservado para conferir actividad de metalofosfoesterasa. Los
motivos consenso son los descritos por Schenk et al.,, (2000).

Consenso

Codigo [ Il I v Vv

DXG GDXXY GNHE/D VXXH GHXH
CrPAP1 DVS GDFAY GNHE AMWH GHVH
CrPAP2 DVG GDNSY ANHE VQFH GHVH
CrPAP3 DIG GDNTY ANHE VQFH GHVH
CrPAP4 DMG GDISY GNHE VGGH GHHH
CrPAP5 DMG GDLAY GNHE VGIH GHVH
CrPAP6 DWG GDNFY GNHD VGHH GHEH

Ademas se observd que en las secuencias CrPAP1, CrPAP2 y CrPAP3 se encuentra
conservado un residuo de Cys (Figura 2.1), el cual ha sido reportado previamente y se
cree que pudiera estar involucrado en la formacién de un puente disulfuro que es el
responsable de formar un homodimero en las PAPs de A. thaliana (Li et al., 2002).
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2.3.2 Relacion filogenética de las CrPAP de C. reinhardtii.

El analisis filogenético de las secuencias CrPAP revelé nueve grandes clados, los cuales
se pueden ver en la Figura 2.2. En el clado | se agruparon las secuencias PAP homélogas
de plantas, ya sea con péptidos sefial hacia el reticulo endopldsmico o hacia la
mitocondria. En tanto que los cle __3 1, IV, V, VI y VIi comprenden exclusivamente
homodlogos PAP de microalgas. Las fitasas PAP, asi como las secuencias tipo PAP de
plantas fueron agrupadas dentro del clado Il junto con dos secuencias de la microalga
Coccomyxa subellipsoidea C-169. I clado VII comprende la mayoria de los secuencias
PAP homélogas de microalgas con excepcion de una secuencia de la planta Lupinus
luteus. La secuencia CrPAP1 se agrupé en el clado 1V, CrPAP2 y CrPAP3 se agruparon
en el clado V, mientras que CrPAP4 y CrPAP5 se agruparon en el clado VI. CrPAPS6 se
agrup6 dentro del clado IX en conjunto con las secuencias PAP de mamiferos.

2.3.3 Prediccion de péptidos ¢ _.ial.

Dado que la fitasa Gmphy presenta un péptido sefial de secrecién, se realizé la prediccion
de péptidos sefial en las secuencias proteicas CrPAP. Este analisis indicé que las
secuencias CrPAP1 a la CrPAPS5 presentaban péptidos sefial, los cuales probablemente
dirijan las proteinas hacia alguna ruta de secrecién. En el caso de la secuencia CrPAP6
no se encontrd ningun péptido sefial. En el Cuadro 2.5 se muestran los péptidos sefial.

2.3.4 Predicciéon de dominios caracteristicos de las PAP

Las seis proteinas CrPAPs predichas presentaron un dominio de metalofosfoesterasa,
similar a aquellos encontrados en PAPs de plantas (Hegeman y Grabau 2001; Schenk et
al., 2000), con una cantidad de 224 aminoacidos (aa) en el caso de CrPAP1 hasta 270 aa
en la caso de CrPAPS5. En el caso de la secuencia CrPAP4 se predijo la presencia de un
dominio similar al que se presenta en la fibronectina de tipo 3. En la Figura 2.3 se puede
observar la representacién grafica de estos dominios.
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En el caso de GT1GSCAM4 (GAAAAA) es un elemento de respuesta que fue encontrado
en genes de la planta de Glycine max y su funcién se encuentra relacionada con la
induccion de los genes ante [a presencia de NaCl (Park et al., 2004).

De manera muy interesante el elemento de respuesta P1BS (GNATATNC) responde ante
condiciones de privacién de fosforo y ha sido encontrado en genes de plantas como
Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum, Medicago truncatula y Hordeum vulgare.
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(D) o asparagina (Q) (Hegeman y Grabau 2001; Schenk et al., 2000). Hasta donde se ha
revisado en la literatura, en las microalgas no se ha reportado la presencia de
metalofosfoesterasas tipo PAP y mucho menos de fitasas tipo PAP, por lo que los
resuitados de la presente tesis son muy interesantes en ese sentido.

Adicionalmente, se predijo un dominio similar al de la fibronectina tipo 3 para CrPAP4, el
cual es comunmente observado en proteinas PAP de mamiferos. Dominios similares
fueron observados en PAPs de Phaseolus vulgaris (frijol) (Tsyguelnaia y Doolittle 1998) y
de A. thaliana (AtPAP10 y AtPAP12) (Liet , 2002).

El péptido sefial predicho para las CrPAP1 a 5 podria indicar que estas proteinas son
dirigidas a la via de secrecién y que su actividad podria estar ubicada en el exterior de la
célula. Este es el caso de muchas fosfatasas de origen microbiano, asi como de plantas,
incluyendo a las fitasas. Una vez excretadas, las fitasas desfosforilan los diferentes
sustratos que se encuentran en el medio ambiente para liberar Pi para su asimilaciéon, que
de otra forma no podrian ser usados por estos organismos (Tian et al., 2012; Rao et al.,
2009). En el caso de CrPAPS, la ausencia de péptido sefial podria ser indicador de que su
funcion la realizae en el espacio citosolico de la célula.

Previamente, Dionisio y colaboradores (2011) reportaron un arbol filogenético compuesto
por cinco clados agrupando a las fitasas PAP de plantas y otras proteinas PAP
homdlogas. Hasta donde se tiene conocimiento, ain no se han caracterizado proteinas
PAP de microalgas, y en este estu ' se reporta un total de nueve clados en un arbol
filogenético en el cual se incluyen proteinas de microalgas y animales homoélogas a las
proteinas PAP. Todas las fitasas PAP de plantas y las secuencias tipo fitasa PAP se
agruparon dentro del clado lll, mientras que cinco clados (I, IV, V, VI y VIII) fueron
conformados exclusivamente por proteinas de microalgas homélogas a las PAP de
plantas. Ninguna de las CrPAPs fue agrupada con las fitasas PAP de plantas y esto
probablemente se deba a que muchos de los genes y en consecuencia las proteinas que
codifican, pueden ser rastreadas hacia el ancestro comun entre las plantas verdes y los
animales (Merchant et al., 2008). De esta forma, se propicia la generaciéon de clados
intermedios entre el reino animal y el vegetal. Si bien las CrPAPs no se agruparon con las
secuencias de plantas, dos PAP homélogos de la microalga C. subellipsoidea C-169 (JGI
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privacion de P (Rubio ef al., 2001). CrPAP1 y CrPAPS fueron las Unicas secuencias que

demostraron tener este tipo de elemento en la region de su promotor. Ademas de P1BS,

se encontraron elementos relacionados con el incremento de la expresién ante la

presencia de diversos inductores como el acido salicilico (AS) (ASFIMOTIFCAMV vy
GT1CONSENSUS), adicién de NaCl (GT1GSCAM4), privacién de cobre o adicién de Ni
(CURECORECR).

2.5 CONCLUSIONES

1.

El analisis in silico revelé que el genoma de C. reinhardtii contiene seis genes
homdlogos a fosfatasas PAP: CrPAP1 a CrPAPS.

Todas las CrPAP analizadas presentaron los motivos caracteristicos de las
metalofosfoesterasas de la clase PAP, aunque con algunas variaciones
probablemente propias de las microalgas.

Todas las CrPAP analizadas presentaron los siete residuos aminoacidicos que
sirven de anclaje a los metales en los cinco motivos consenso reportados para
plantas en las proteinas metalofosfoesterasas.

Las secuencias de CrPAP, junto con las secuencias tipo PAP de microalgas
encontradas en este estudio, se agruparon en clados alternos a los propuestos por
Dionisio y colaboradores (2011), sugiriendo la existencia de una mayor diversidad
de esta clase de fosfatasas.a las reportadas hasta el momento.

Todas las secuencias de aminoacidos de las CrPAP, con excepcion de CrPAPS,
presentaron un péptido sefial de secrecion predicho con los programas SignalP
3.0 y TargetP, lo que sugiere que su funcion se encuentra en el espacio
extracelular.

Se encontrarén por prediccion in silico elementos de respuesta en cis que se sabe
responden en otros organismos ante diversos inductores como son déficit de P, la
adicién de acido salicilico, NaCl o Ni o la ausencia de Cu.
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3. EVALUACION DEL EFECTO DEL IPg¢ COMO FUENTE DE P EN LOS
PARAMETROS DEL CULTIVO Y PERFIL DE PROTEINAS DE C. reinhardtii,
ASi COMO EN LA EXPRESION DE LOS GENES CrPAP1-6 DE ESTA
MICROALGA.

Los resultados de este capitulo fueron publicados en: Rivera-Solis, R., S. Peraza-Echeverria, |.
Echevarria-Machado y V. Herrera-Valencia (2013). Chlamydomonas reinhardtii has a small family
of purple acid phosphatase homologue genes that are differentially expressed in response to
phytate. Annals of Microbiology.1-9 (Anexo 1).

3.1 INTRODUCCION

El fésforo (P) es un macronutriente esencial para el sostén de la vida, ya que es un
componente estructural de los acidos nucleicos y de los fosfolipidos, y ademas tiene
funcién en la modificacién de carbohidratos y proteinas (Moseley et al, 2009). Los
organismos prefieren la asimilacién del P en forma de ortofosfato (PO,*) o también
conocido como fésforo inorganico (Pi). En el caso de Chlamydomonas reinhardtii, un
conjunto de respuestas especificas le permiten adaptarse a las condiciones de limitacion
de P, mientras redistribuye las reservas de P internas. Entre estas respuestas se
encuentra la movilizacion del polifosfato almacenado, asi como el ADN plastidico y el
reemplazo de los fosfolipidos por galactolipidos y sulfolipidos (Werner et al., 2007.
Yehudai-Resheff et al, 2007; Riekhof et al, 2003). Por otro lado, se sabe que bajo
limitacién de P C. reinhardtii es capaz de sintetizar diversas fosfatasas que pudieran
permitir el aprovechamiento de P del ambiente (Quisel et al., 1996, Patni et al., 1977;
Matagne et al,, 1976). Sin embargo, ninguna de ellas ha sido caracterizada a detalle por lo
que es dificil su identificacién.

Entre las fosfatasas se encuentran las metalofosfoesterasas de la clase PAP (fosfatasas
acidas purpura) con actividad de fitasa, para las cuales existen reportes en los que se
describe un incremento en su expresiéon ante tratamientos con inductores quimicos como
la adicién de acido salicilico (AS) en la planta de Arabidopsis, donde se induce la
expresion de las fitasas en las raices de la planta (Kuang et al,, 2009) o mediante la
adicion de NaCl en la planta de soya (Liao ef al., 2003). En Arabidopsis también se ha
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visto que el gen AtPAP10 esta involucrado en la tolerancia de la planta durante la
limitacién de P, y su expresiéon es inducida ante esta condicién. Ademas la proteina
producida por esta enzima tiene la capacidad de degradar el fitato (IPs) aunque en un muy
bajo nivel (Wang et al., 2011). Se sabe que la ausencia de P produce un incremento en la
tasa de transcripcion de algunos genes en Chlamydomonas; tal es el caso del gen PHOX,
que codifica para la principal fosfatasa secretada en C. reinhardtii, cuyo nivel de transcrito
incrementa hasta ~5000 veces bajo esta condicion (Moseley et al., 2009). Por otro lado,
Quisel y colaboradores (1996), mencionaron que ante condiciones de déficit de P, se
indujo la produccién de fosfatasas alcalinas en C. reinhardtii, las cuales no resultaron
cataliticamente eficientes cuando usaron al IPs como sustrato. Sin embargo, estos autores
también comentaron una observaciéon de que C. reinhardtii fue capaz de crecer en un
medio de cultivo suplementado con IPg como la Unica fuente de P, por lo que sugirieron la
probable existencia de alguna enzima tipo fitasa que aun no han sido identificada en esta
microalga.

En este capitulo se evalud la capacidad de multiplicacién de C. reinhardtii, asi como los
cambios en su perfil de proteinas al ser cultivada en medio con IPs, ya sea en presencia 6
ausencia de sales de P. Una vez comprobado que C. reinhardtii fue capaz de utilizar 1P
como unica fuente de P para su crecimiento, se investigd la expresion de los genes
CrPAP1-6 en condiciones de cultivo con IPg y/o sales de P.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Disefio de oligonucleétidos

Para llevar a cabo los andlisis de expresién de los genes CrPAP1-6, se disefiaron
oligonucleétidos especificos para cada una de las seis secuencias encontradas en el
genoma de C. reinhardtii y se solicitdé su sintesis a Sigma-Aldrich. Las secuencias de los
oligonucleétidos fueron disefiadas en regiones cercanas a los motivos conservados que
las identifican como metal. . _sfoesterasas clase PAP. Ademas dichos oligonucledtidos
comprenden un intrén que permite diferenciar la amplificaciéon a partir de ADNg y ADNc.
Dichas secuencias se presentan en el Cuadro 3.1.
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velocidad 2. Posteriormente, la mezcla se incub6 a 65 °C por 10 minutos. En la campana
de extraccion, se agregd la mezcla de amortiguador TEN+ B-mercaptoetanol a cada
muestra y se agité vigorosamente con ayuda de un vortex durante 2 minutos. A cada
muestra se le ainadieron 43 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% (p/v), se agitaron
en un vértex y se incubaron a 65 °C durante 25 minutos con agitaciones periédicas cada
tres minutos durante la incubacién. Posteriormente, se adicionaron 700 pL de cloroformo:
alcohol isoamilico (CHCI;: AlA) en una proporcién 24:1 a cada muestra y se agitdé en el
vortex. Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante cinco minutos, se
recuperd el sobrenadante y fue transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. A
cada muestra se le afiadié un volumen de CHCI;:AIA igual al del sobrenadante y se
mezclé por agitacion en vortex. Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante
cinco minutos, se recuperd el sobrenadante y fue transferido a un tubo nuevo de
microcentrifuga de 1.5 mL. Esta extraccion se repitid hasta tres veces, con el fin de
conseguir el sobrenadante lo mas claro posible. Para precipitar los acidos nucleicos, a
cada muestra se le adicion6 un volumen de isopropanol puro igual al del sobrenadante.Se
mezcld suavemente por inversion del tubo  rante tres minutos, y se centrifugé a 13,500
rpm durante cinco minutos. La pastilla obtenida fue lavada dos veces con 800 pL de
etanol frio al 70 % (viv), y se centrifugé a 13,500 rpm durante cinco minutos. El
sobrenadante fue desechado. La pastilla fue secada a temperatura ambiente durante 10
minutos, y se resuspendié en 40 yuL de amortiguador Tris-HCI (10 mM; pH 7.5). Se incub6
a 65 °C durante 10 minutos. Transcuri _ . este tiempo, se recuperé el sobrenadante y se
transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL nuevo. Para la eliminacién del ARN se
adicioné 1uL de ARNasa (1 mg/mL) y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos.

3.2.3 Cepa y condiciones de cultivo

La cepa de C. reinhardtii que se utilizo para llevar a cabo estos experimentos fue la CC-
125 (mt+), proveniente del Centro de Chlamydomonas (www.chlamy.org). El

mantenimiento de los cultivos se realizd de manera axénica, en medio Tris-Acetato-
Fosfato (TAP) pH 7.00 (Gorman y Levine, 1965) a 25 £ 2 °C bajo un fotoperiodo de 16 h:8
h (luz/oscuridad) con una intensidad luminica de 90 pmol m? s™ proveniente de lamparas
MAGG F54T5/6500 K, en un orbitador a 140 rpm.
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experimentos contaron con tres réplicas y cada experimento se realizé dos veces. Todos

los reactivos y solventes usados fueron de grado analitico.
3.2.6 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para llevar a cabo la extraccion de proteinas, se colecté aproximadamente 50 mg de peso
fresco de C. reinhardtii en un tubo de centrifuga tipo Eppendorf, se le adicion6 125 L del
amortiguador de extraccion contenia: Tris-HClI (100mM), sacarosa (250mM) acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (2mM), cloruro de calcio (20mM), glicerol (10% viv), B-
mercaptoetanol (1 mM), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mM), aprotinina (1 pg/ul)
y leupectina (1 pg/uL). Se procedié a macerar durante cuatro minutos con la ayuda de un
micropistilo estéril y manteniendo el tubo en hielo. Transcurrido ese tiempo, se procedié a
centrifugar durante 30 minutos a 12,000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se recuperé y se
almacend en hielo para trabajar con él de forma inmediata, o a -80 °C si las muestras
serian utilizadas posteriormente. La cuantificacion de proteinas se realizé de acuerdo al
método de Bradford (1976), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (Bio-Rad, cat.
500-0006). Para la curva de calibracién se utilizé albumina sérica bovina (BSA) en un
rangode 0 a 10 mg mL"™".

3.2.7 SDS-PAGE

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) Se cargaron aproximadamente 30 pg de
proteina para cada muestra. El gel fue tefiido con plata de acuerdo al protocolo de
Henkeshoven y Dernick (1985).

3.2.8 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé6 empleando el Kit lllustra RNAspin Mini RNA isolation de
GE Healthcare, siguiendo las indicaciones del proveedor con algunas modificaciones

como se describe a continuacion.

Se utiliz6 todo el contenido celular de cada tratamiento para llevar a cabo la extraccién de
ARN, por lo que el nimero de células fue variable dependiendo del tratamiento. El rango
de células extraidas fue de aproximadamente 5.9 x 107 para el tratamiento TA+IPs a 15.3
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x 107 para TAP+|Pg. A cada muestra se le adicionaron 350 L de solucién de lisis RA1 y
3.5 pL de B-mercaptoetanol. Cada muestra se homogenizé por pipeteo, mientras se
mantenia en hielo, con la finalidad de proteger el ARN. Las muestras se maceraron
mediante la aplicacion de agitacion por vértex a m___na velocidad durante dos minutos.
El lisado celular fue transferido a columnas disefiadas para reducir la viscosidad de las
muestras y se centrifugé a 13,000 rpm por un minuto. El filtro de la columna fue
descartado y el filtrado fue transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL tipo
Eppendorf, con la precaucién de no absorber nada de la pastilla que se pudiera haber
formado. Las condiciones de unidn fueron ajustadas adicionando 350 L de etanol (70%,
v/v) al filtrado recuperado previamente y se mezclé por medio de agitacién con vortex dos
veces durante cinco segundos. El lisado junto con el precipitado formado en el paso
anterior se mezcld por pipeteo y posteriormente todo fue cargado en Ia columna de silica.
Para cada muestra se utilizé una ¢« mr de silica previamente colocada en un tubo
colector de 2 mL. Las muestras fueron centrifugadas por 30 segundos a 11,000 rpm y
cada columna se colocd en un nuevo tubo colector. La capacidad maxima de la columna
fue de 750 uL, por lo que cuando fue necesario, se repitié el procedimiento para procesar
un volumen mayor de muestra. Se adicionaron a la columna 350 pL del buffer MDB y se
centrifugé a 13,000 rpm por un minuto hasta secar la membrana. Se desechd el
sobrenadante y se regresé la columna al tubo colector. Cada columna se lavé con 200 pL
de la solucién de lavado RA2 y se centrifugd a 13,000 rpm por un minuto. El sobrenadante
fue descartado y la columna se regresé al mismo tubo colector. Se adicionaron 600 pL de
la solucién de lavado RA3 y se centrifugd a 13,000 rpm por un minuto. El sobrenadante
fue descartado y se regresé la columna Ibo colector. Se adicionaron 250 uL de la
solucion de lavado RA3 y se centrifugé a 13,000 rpm por dos minutos hasta secar la
membrana completamente. Se descarté el sobrenadante y la columna se colocd en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL estéril. E| ARN fue eluido con 40 pL de agua ultrapura
(H20 UP) y se centrifugd a 13,000 rpm poi  n minuto. El sobrenadante se recuperd y se
cargd de nueva cuenta en la columna, se centrifugé a 13,000 rpm por un minuto (esta
doble elucién nos permiti6 obtener un buen rendimiento asi como una buena
concentracién). La eluciéon se mantuvo en hielo. La digestion del ADN se realizé
adicionando 3 U de RQ DNAse; 40 U RNAse out y 5 yL de amortiguador 10X marca
Promega, se completé con 1 yL de H,O | ' para tener un volumen final de 50 pL. La
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carga en el gel haya sido homogénea y que los componentes de la reaccién de RT-PCR
funcionaran adecuadamente. Estos oligonucleétidos también se usaron como control
negativo en la muestra sin retrotranscriptasa donde no se debe observar amplificacién, ya
que un amplicén de 429 pb seria un indicador de contaminacién con ADNg.

3.2.11 Analisis de expresion

El andlisis de expresion se realizdé empleando como molde el ADNc generado segun (o
descrito en el apartado anterior. La reaccién de PCR general consistié de lo siguiente: 5
uL del ADNc, oligonucleétido sentido 10 uM (1 L), oligonucleétido antisentido 10 uM (1
pL), dNTP’s 10 mM (1 uL), MgCl, 50 mM (1.5 uL), amortiguador de PCR 10X (1X), H,OUP
(40.3 pL), Taq polimerasa 5 U/uL (1 U). En el caso de la amplificacion de CrPAP4 se
adicion6 1X del reactivo CES 5X (Ralser et al., 2006), El programa general de la reaccion
de PCR fue el siguiente: 1) desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 3 minutos, 2)
desnaturalizacion a 95° C durante 30 segundos, 3) alineamiento a 50 °C para CrPAP1 vy a
55° C para CrPAP2 a CrPAP6 durante 30 segundos, 4) extensiéon a 72 °C durante 1
minuto, 39 repeticiones del paso 2 al 4 y una extension final a 72 °C durante 5 minutos.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Concentracion celular de C. reinhardtii en respuesta a la presencia de
IPs en el medio de cultivo

Se demostré que C. reinhardtii fue capaz de crecer en medio TA suplementado con |Ps
como Unica fuente de P (TA+IPs) (Fig. 3.3a), alcanzando una concentracién celular de 6.6
+0.29 x 10° células mL™', mientras que se alcanzé una concentracién de 11.37 £1.05 x 10°
células mL™ en medio TAP, y de 17.09 +1.5 x 10° células mL™" en medio TAP+IPs (Fig.
3.3b).
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organismos vivos, como se esperaba no es capaz de crecer cuando se le retira la fuente
de P del medio de cultivo.

3.3.2 Perfil electroforético de ,_.>teinas de C. reinhardtii en respuesta a la
presencia de IPg en el medio de cuitivo

Con respecto al perfil de proteinas, se encontraron diferencias tanto en el perfil
electroforético intracelular como en el perfil electroforético extracelular (PEl y PEE
respectivamente) de los diferentes cultivos de C. reinhardtii en los tratamientos TAP,
TAP+IPg y TA+IPs, (Figura 3.4a y 3.4b). Una banda de ~44 kDa fue observada
exclusivamente en el PE| de los cultivos en presencia de IPg, mientras que una banda de
~145 kDa fue encontrada Gnicamente en el PEE del cultivo correspondiente al tratamiento
TA+IPs. También, en el PEE se observé que a diferencia del tratamiento TAP, en los
tratamientos TAP+IPs y TA+IPs aparecieron bandas de ~49 y ~92 kDa; sin embargo, esta
ultima disminuy6 su intensidad en el tratar :nto TA+IPs, asi como también lo hicieron las
bandas de ~71 y ~110 kDa. Los valores del peso molecular de cada banda fueron
calculados mediante una curva de regresién lineal con una R? de 0.95. Con el fin de
confirmar los datos observados, se replico el experimento y los resultados fueron similares
(Figura 3.4c y 3.4d).
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3.3.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

La calidad del ARN utilizado para la sintesis de ADNc se presenta en la Figura 3.5, y la
concentracion de ARN de cada una de las  iestras se presenta en el Cuadro 3.2. Dado
que en el caso del tratamiento sin fuente de P no hubo crecimiento celular, la
cuantificacién de ARN se sefiala como no determinado (ND) para dicho tratamiento. La
sintesis de ADNc se realiz6é tomando 5 ug de ARN de cada muestra para posteriormente
realizar el analisis de expresién de los genes CrPAP1-6.

Figura 3.5 Calidad del ARN extraido a partir de de células de C. reinhardtii con el kit RNA spin Mini
de GE

Cuadro 3.2 Concentracion y pureza del ARN extraido de C. reinhardtii cultivado en los diferentes

tratamientos.

Iratamiento [ug/pl] 260/280

TAP 1.09 1.79
TAP+IP; 0.75 1.84
TA-P ND ND
1P 0.36 1.81
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3.3.4 Analisis de expresion de los genes CrPAP1-6 de C. reinhardtii en
respuesta a la presencia de IPs en el medio de cultivo

La expresion de los seis genes CrPAP fue evaluada por medio de RT-PCR. Este analisis
se corroboré mediante una segunda réplica del experimento y los resultados fueron
semejantes a los de la primera réplica. Los resultados de ambos experimentos se pueden
ver en la Figura 3.6ay 3.6b.

La expresion de CrPAP2, CrPAP4 y CrPAP6 fue detectada en todos los tratamientos,
donde los amplicones esperados de 214, 271 y 185 pb respectivamente, estuvieron
presentes y se observaron bandas intensas en el gel de electroforesis. A diferencia de
estos tres genes, CrPAP3 presentd una muy baja expresidén en todos los tratamientos,
particularmente en el tratamiento TA+IPs. Para este gen se observé un amplicén de ~400
pb en lugar de los ~200 pb que se esperaban de acuerdo a la secuencia predicha. Este
resultado puede ser explicado por la prediccion incorrecta de un exén, ya que se sabe que
para un gen tipico de Arabidopsis con cinco exones, al menos uno de ellos se espera que
sus limites se encuentren mal predichos ab injtio por el programa predictor (Rhee et al.,
2006). Por su parte, la expresion de CrPAP1 no fue detectada o fue apenas detectable en
el tratamiento TAP. En el tratamiento TAP+IPs se detecté una banda de muy baja
intensidad, lo que sugiere una muy baja expresién de CrPAP1 bajo este tratamiento. Sin
embargo, e interesantemente, en el tratamiento TA+IPg se observé una banda intensa del
amplicén de ~200 pb predicho para CrPAP1, lo que sugiere una expresion elevada de

este gen bajo el tratamiento que contiene IPs como unica fuente de fosforo.

En el caso de CrPAPS5, su expresion fue detectada Unicamente en el tratamiento TA+IPg
observandose el amplicén de ~300 pb predicho, mientras que en los tratamientos TAP y
TAP+IPg no fue posible detectar amplicén alguno de este gen en el gel de electroforesis.
Lo anterior sugiere una muy baja o nula expresidn de CrPAPS5 bajo tratamientos que
contienen KH,PO, y K,HPO, aportados por el medio TAP, y que esta expresion es
inducida en ausencia de estas fuentes de fosforo.
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3.4 DISCUSION

Quisel y colaboradores (1996) mencionaron que C. reinhardtii habia sido capaz de crecer
en un medio suplementado unicamente con IPs como fuente de P, sin emabrgo no
presentan evidencia de ello. En el presente estudio, se presentan evidencias de que C.
reinhardtii fue capaz de crecer en un medio suplementado exclusivamente con |IP; como

fuente de P.

La alta concentracion celular encontrada en el cultivo de C. reinhardtii correspondiente al
tratamiento TAP+IPs, podria ser atribuida al incremento en la cantidad de P disponible en
el medio de cultivo, asumiendo que el IPs presente en el medio esta siendo desfosforilado
por alguna fitasa endégena de la microalga. Por el contrario, la baja concentracion celular
encontrada en el tratamiento TA+IP; podria deberse a que bajo este tratamiento C.
reinhardtii depende Unica y exclusivamente del P obtenido a partir de la desfoforilacién del
IPs por alguna fitasa endégena de la microalga, y si la eficiencia de esta desfosforilacién
no resulta en la misma disponibilidad de P en el medio de cultivo que se tendria con el
TAP, entonces ésta pudiera ser la causa de la menor concentracién celular encontrada en
el tratamiento TA+IPs.

Maenz y colaboradores (1999) mencionan que a pH neutro, los cationes como el Ca®*,
Mg, Mn?*, Fe?, Fe* y Zn* inhiben en un 50% la actividad de la fitasa de Aspergillus
niger sobre el |Pg, por lo que también cabe la posibilidad de que la baja concentracién
celular observada en el tratamiento TA+IPs se deba a una hidrélisis parcial del |Pg,
provocada por la interferencia de los cationes presentes en el medio TA (pH = 7.00) con la
actividad de las enzimas involucradas en dicha hidrolisis.

Por su parte, el IPs es un agente quelante de cationes minerales de significancia
nutricional, como es el caso de K*? y Mg*?, asi como de Ca*?, Zn*? Fe*? y Cu*? (Lopez et
al., 2002). Este fenémeno podria ser la explicacidon del cambio de coloracién observado
entre el cultivo en medio TAP y los cultivos en medios con presencia de IPg, ya que dicha
coloracién es similar a la que presentan los cultivos de C. reinhardtii deficientes en Zn*? y
Fe*? (Kropat et al. 201 1). Ademas, el efecto quelante del IPg podria estar afectando a las
clorofitas al no permitirles unir el Mg*?, el cual forma parte importante de estas moléculas
(Urbano et al., 2000). Por otro lado, Blevins (1999) menciona que para que se dé una

91



CAPITULO Il

correcta asimilacion del Mg*?, es necesario un nivel adecuado de P, que permita generar
la cantidad suficiente de ATP para activar los canales permeables a Mg™ y otras
moléculas. Estas dos teorias podrian explicar satisfactoriamente la diferencia de
coloracién en los tratamientos con presencia de IPg; sin embargo, serian necesarios otros

estudios para resolver esta interesante cuestion en un futuro.

Se observé también que la presencia de [Ps en el medio de cultivo propicié cambios en el
perfil de electroforesis de proteinas de C. reinhardtii. La variacion encontrada en los
perfiles electroforéticos de proteinas, tanto intracelular como extracelular (Figura 3.4)
podrian ser parte de las adaptaciones metabdlicas como respuesta a la ausencia de P,
conocida como PSR (por las siglas en inglés de “phosphate starvation response”), donde
se sabe que ocurre una acumulacién diferencial de proteinas bajo esa condicion, lo que
indica un cambio extenso en la expresién de genes, asi como en el recambio de las
proteinas (Duff et al., 1991; Lan et al., 2012; Raghothama, 1999).

El estudio de fosfatasas es muy limitado en microalgas y no existe un consenso acerca
del nuimero de fosfatasas presentes, ya que algunos autores como Matagne y
colaboradores (1976) sugieren que existen dos fosfatasas acidas constitutivas, una
fosfatasa neutral y dos alcalinas inducibles, en tanto que Patni y colaboradores (1977)
argumentan que Unicamente ___ten dos fosfatasas, una acida y una alcalina. Por otro
lado, Quisel y colaboradores (1996) sugieren la existencia de dos fosfatasas alcalinas que
son inducidas por la ausencia de P. Estos autores han caracterizado estas fosfatasas a
nivel bioquimico utilizando diferentes substratos como el p-nitrofenil fosfato, el a-glicerol
fosfato, naftil fosfato y el IPs. Sin embargo, ninguna de las fosfatasas fue capaz de
degradar a este ultimo substrato. Ninguna de las fosfatasas estudiadas en C. reinhardtii
ha sido caracterizada a nivel molecular, por lo que es dificil hacer una comparacién entre
ellas.

Los resultados del cultivo de C. reinhardtii con |Ps como fuente de P sugieren que esta
microalga posee una fitasa endogena que adn no ha sido caracterizada, y que le permite

aprovechar esta fuente de P cuando las condiciones asi lo propician.

Las fosfatasas de la clase PAP han sido mayormente estudiadas por su participacién
potencial en fa nutricién por P, ya que son capaces de catalizar la hidrélisis de varios
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este gen. La induccién de la sintesis de fosfatasas acidas en respuesta a la ausencia de
Pi ha sido demostrada en plantas como Brasica nigra y Lycopersicon esculentum (Duff et
al., 1991; Goldstein et al., 1988), mientras que en algunos microorganismos como en las
bacterias B. subtilis y Klebsiella terrigena, la presencia de IPs puede inducir la sintesis de
fitasas (Greiner et al., 1997; Powar y Jagannathan 1982). Tanto CrPAP1 como CrPAP5
podrian codificar para fosfatasas involucradas en la PSR. Probablemente tengan actividad
en el reciclaje de Pi a partir de fuentes organicas alternas, las cuales podrian incluir al 1P
para cualquiera de ellas. Con base en los resultados obtenidos, podemos especular que
CrPAP1 esta involucrado en la utilizaciéon del [Ps, ya que se observé que este gen fue
inducido en los tratamientos con presencia de 1Ps, a diferencia de CrPAPS que en
apariencia fue inducido por la ausencia de Pi, ya que Unicamente se observd su expresion
en el medio TA+IPs. CrPAP1 y CrPAP5 {.  eron pesos moleculares predichos de 60.84 y
70.22 KDa (Cuadro 2.2), por lo qué : esperaria observar un incremento en la intensidad
de las bandas de proteina visualizadas mediante SDS-PAGE, sin embargo, bajo el
tratamiento TA+IPs no se observa dicho ...cremento, por el contrario, las bandas de
proteina observadas disminuyen su intensidad en la zona correspondiente a estos pesos
moleculares. El hecho de no observar una banda de elevada intensidad no implica que la
proteina no se encuentre presente, ya que pudiera darse el caso de que la cantidad de
proteina generada por los genes CrPAP1 y CrPAPS no sea suficiente para ser detectada
con la técnica de SDS-PAGE.

3.5 CONCLUSIONES

1. C. reinhardtii fue capaz de crecer en un medio de cultivo con IPs como la unica
fuente de fosforo presente, por lo que se sugiere que presenta al menos una fitasa
endégena aun por ser caracterizada.

2. El tratamiento TAP+IPg propicié un incremento en la concentracién celular de C.
reinhardltii.

3. La presencia de IPs en los tratamientos, modifico el perfil proteico de C. reinhardtii,
tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular.

4. El analisis de expresion indicé que los genes CrPAP1 y CrPAP5 se comportan
como genes inducibles. CrPAP1 ante la presencia de IPs y CrPAP5 ante la
ausencia de las sales de fésforo ¢  medio TAP.

94






CAPITULO Ill

3.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Blevins, D.G. (1999). Why plants need phosphorus. Better Crops. 8 (2), 29-30

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry. 72(1-2), 248-254.

Dellaporta, S., J. Wood y J. Hicks (1983). A plant DNA minipreparation: Version |l. Plant
Molecular Biology Reporter. 1(4), 19-21.

Duff, S. M., W. C. Plaxton y D. D. Lefebvre (1991). Phosphate-starvation response in plant
cells: de novo synthesis and degradation of acid phosphatases. Proceedings of the
National Academy of Sciences. 88(21), 9538-9542.

Goldstein, A. H., D. A. Baertlein y R. G. McDaniel (1988). Phosphate starvation inducible
metabolism in Lycopersicon esculentum: |. excretion of acid phosphatase by tomato
plants and suspension-cultured cells. Plant Physiology. 87(3), 711-715.

Gorman, D. S. y R. P. Levine (1965). Cytochrome f and plastocyanin: their sequence in
the photosynthetic electron transport chain of Chlamydomonas reinhardi.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 54(6), 1665-1669.

Greiner, R., E. Haller, U. Konietzny y K.-D. Jany (1997). Purification and characterization
of a phytase from Klebsiella terrigena. Archives of Biochemistry and Biophysics.
341(2), 201-206.

Heukeshoven, J. y R. Dernick (1985). Simplified method for silver staining of proteins in
polyacrylamide gels and the mechanism of silver staining. Electrophoresis. 6(3),
103-112.

Konietzny, U. y R. Greiner (2002). Molecular and catalytic properties of phytate-degrading
enzymes (phytases). International Journal of Food Science & Technology. 37(7),
791-812.

Kropat, J., A. Hong-Hermesdorf, D. Casero, P. Ent, M. Castruita, M. Pellegrini, S. S.
Merchant y D. Malasarn (2011). A revised mineral nutrient supplement increases
biomass and growth rate in Chlamydomonas reinhardtii. The Plant Journal. 66(5),
770-780.

Kuang, R., K-H. Chan, E. Yeung y B. L. Lim (2009). Molecular and biochemical
characterization of AtPAP15, purple acid phosphatase with phytase activity, in
Arabidopsis. Plant Physiology. 151(1), 199-209.

96






CAPITULO Il

Oddie, G. W., G. Schenk, N. Z. Angel, N. Walsh, L. W. Guddat, J. de Jersey, A. I.
Cassady, S. E. Hamilton y D. A. Hume (2000). Structure, function, and regulation
of tartrate-resistant acid phosphatase. Bone. 27(5), 575-584.

Patni, N. J., S. W. Dhawale y S. Aaronson (1977). Extracellular phosphatases of

Chlamydomonas reinhardi and their regulation. Journal of Bacteriology. 130(1), 205-
211,

Powar, V. K. y V. Jagannathan (1982). Purification and properties of phytate-specific
phosphatase from Bacillus subtilis. Journal of Bacteriology. 151(3), 1102-1108.
Quisel, J. D., D. D. Wykoffy . R. Grossman (1996). Biochemical characterization of the
extracellular phosphatases produced by phosphorus-deprived Chlamydomonas

reinhardtii. Plant Physiology. 111(3), 839-848.

Raghothama, K. G. (1999). Phosphate acquisition. Annual Review of Plant Physiology and
Plant Molecular Biology. 50(1), 665-693.

Ralser, M., R. Querfurth, H.-J. Warnatz, H. Lehrach, M.-L. Yaspo y S. Krobitsch (2006). An
efficient and economic enhancer mix for PCR. Biochemical and Biophysical
Research Communications. 347(3), 747-751.

Rhee, S. Y., J. Dickerson y D. Xu (2006). Bioinformatics and its applications in plant

biology. Annual Review of Plant Biology. 57(1), 335-360.

Riekhof, W. R., M. E. Ruckle, T. A. Lydic, B. B. Sears y C. Benning (2003). The sulfolipids
2'-0O-acyl-sulfoquinovosyldic  glycerol and sulfoquinovosyldiacylglycerol are
absent from a Chlamydomonas reinhardtii mutant deleted in SQD1. Plant
Physiology. 133(2), 864-874.

Schenk, G., L. R. Gahan, L. E. Carrington, N. Miti¢, M. Valizadeh, S. E. Hamilton, J. de
Jersey y L. W. Guddat (2005). Phosphate forms an unusual tripodal complex with
the Fe—-Mn center of sweet potato purple acid phosphatase. Proceedings of the
National Academy of Scienc _ _ of the United States of America. 102(2), 273-278.

Tran, H. T., B. A. Hurley y W. C. Plaxton (2010). Feeding hungry plants: The role of purple
acid phosphatases in phosphate nutrition. Plant Science. 179(1-2), 14-27

Urbano, G., M. Lopez-Jurado, P. Aranda, C. Vidal-Valverde, E. Tenorio y J. Porres (2000).
The role of phytic acid in legumes: antinutrient or beneficial function? Journal of
Physiology and Biochemistry. 56(3), 283-294.

98






100






CAPITULO IV

Una fitasa que se ha reportado con las caracteristicas adecuadas para ser utilizada en la
alimentacién animal, es la phyAsr aislada de la bacteria ruminal S. ruminantium (Puhl et
al., 2007; Chu et al 2004). Esta fitasa al provenir de una bacteria ruminal, se encuentra
adaptada a las condiciones imperantes en el interior del aparato digestivo, ademas que ya
ha sido caracterizada cinéticamente y ha demostrado tener una muy buena actividad en la
degradacién del IPg (Puhi et al., 2007; Yanke et al., 1998). Esta fitasa ha sido expresada
con éxito en semillas de arroz alcanzando un rendimiento de 0.5% de proteina soluble
total mediante transformacién nuclear (Hong et al., 2004).

Hasta la fecha, solo se conoce un repor donde se indique el uso dei cloroplasto de C.
reinhardtii como biorreactor para la produccién de una fitasa, sin embargo, los
rendimientos obtenidos en este trabajo fueron muy bajos (10U/mg de microalga) (Yoon et
al., 2011). Una combinacién de regiones reguladoras atractiva para llevar a cabo la
produccién de Ia phyAsr de S. ruminantium en el cloroplasto de C. reinhardltii es la regién
promotora y el 5UTR del gen afpA y el 3UTR del gen psbA del cloroplasto de esta
microalga. De acuerdo al reporte de Barnes y colaboradores (2005) ésta es una de las
mejores combinaciones para tener una elevada acumulacién de ARNm y de proteina.

Comunmente, el vector p322 es utilizado para la transformacién del cloroplasto de C.
reinhadtii (Newman ef al, 1991), sin embargo, la transformacién con este plasmido
requiere una estrategia de co-transformacion utilizando un segundo plasmido,
denominado p667, que confiere resistencia a espectinomicina. Una desventaja de esta
estrategia es que la tasa de recuperacion de falsos positivos es alta por lo que se necesita
de un analisis exhaustivo para dar con la clona de interés.

Con base en lo anterior, el objetivo de este capitulo fue la obtencién del vector pChPhy,
un plasmido que pueda ser utilizado para la transformacién del cloroplasto de C.
reinhardtii y expresar el gen que codifica para la fitasa phyAsr de la bacteria ruminal S.
ruminantium utilizando la regién promotora y el 5UTR del gen atpA y el IUTR del gen
psbA del cloroplasto de esta microalga, con la ventaja adicional de que pChPhy permite
transformar el cloroplasto de C. reinhardtii sin tener que recurrir a la estrategia de co-
transformacién, ya que cuenta con ei gen de seleccion aadA que le confiere resistencia a

los antibidticos espectinomicina y estreptomicina.
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secuencia de la regién 3' UTR del gen psbA, fue proporcionada por el Dr. Stephen
Mayfield. Esta secuencia fue corroborada con la secuencia del genoma del cloroplasto
que se encuentra en la base de datos del GenBank, con el numero de accesién
BK000554.

El gen recombinante seleccionado para llevar a cabo la produccién de la fitasa en el
cloroplasto de C. reinhardtii fue el gen phyA nativo de la bacteria anaérobica ruminal S.
ruminantium. La secuencia de dicho ¢..1 fue seleccionada con base a la patente de
Cheng y colaboradores (1999) y fue corroborada con la secuencia que se encuentra en la
base de datos del GenBank con el nimero de accesién AF177214.1. Dicha fitasa
pertenece a la clase de proteinas fosfatasas de tirosina (PTP) o también conocidas como
fitasas de cisteina (Chu et al, 2004) y presenta una alta actividad usando fitato como

sustrato.

Con la finalidad de facilitar la purificacién de la proteina, se aislé la bandera de
purificacion FLAG, la cual ha sido usado previamente para la purificacién de proteinas
producidas en el cloroplasto de C. reinhardtii (Mayfield et al, 2003). La bandera de
purificacion se obtuvo de la secuencia dada de alta en el GenBank con numero de
accesion AY191459.1.

Los programas utilizados para aislar y analizar las secuencias antes mencionadas fueron
Editseq y MegAlign del paquete bioinformatico Lasergene de DNAstar.

4.2.3 Ensamblaje in silico y sintesis de la construccion atpA/phyASr/psbA
(cphySr)

La construcciéon de expresién comprende a la regién promotora mas el 5UTR del gen
atpA del cloroplasto de C. reinharc el gen phyASr que codifica para la fitasa de S.
ruminantium y la region 3'UTR del gen psbA del cloroplasto de C. reinhardtii. Ademas, en
el extremo 3’ de la ORF, se incluyé la secuencia de la bandera de purificacién FLAG, justo
antes del codén de paro. La construccion de expresion fue ensamblada in silico,
empleando el programa SeqBuilder del paquete bioinformatico Lasergene de DNAstar. De
aqui en adelante a esta construccion la denominaremos como cphySr.
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espectinomicina que son usados como medio  seleccién de las clonas transformadas.

Los programas utilizados para aislar y analizar las secuencias antes mencionadas fueron
Editseq y MegAlign, del paquete bioinformatico Lasergene de DNAstar.

4.2.6 Ensamblaje in silico y sintesis de la construcciéon rbcl/aadA/rbel
(aadA)

La construccién de expresién que comprende a fa regién P+5'UTR del gen rbel del
cloroplasto de C. reinhardtii, el gen aadA que codifica para el gen de resistencia
estreptomicina adenil transferasa y la regién 3'UTR del gen rbcL del cloroplasto de C.
reinhardtii fueron ensambladas in silico empleando el programa SeqBuilder del paquete
bioinformatico Lasergene de DNAstar. De aqui en adelante a esta construccién se le
denominara aadA.

La secuencia de la construccién de expresién aadA fue enviada para su sintesis a la
compafia alemana GENEART AG Se solicitdé la optimizacion
del uso de codones del cloroplasto de C. reinhardtii, asi como la insercién del sitio de
reconocimiento para fa enzima de restriccion BamH/ en el extremo 5’y Not/, Smal y Sall
en el extremo 3’ de la secuencia.

4.2.7 Clonacion de la region de recombinacion homoéloga 2 (RRH2) en el
vector pGEM-T-easy

La regién de recombinacion homéloga de ~2.0 Kb (RRH2) se amplificé mediante PCR,
usando como molde el plasmido p322 obtenido del Centro de Chlamydomonas

. Este plasmido contiene las regiones de recombinaciéon homéloga que
permiten la insercién del gen de interés en una regién intergénica presentes en el genoma
del cloroplasto entre los genes psbA y 23S. Los oligonucledtidos empleados fueron
disefados para adicionar los sitios de restriccion Pstl, Ascl, EcoRV y Xhol en el extremo
5’, y Sphl en el extremo 3’ de la secuencia amplificada. El programa que se utilizé fue: 95
°C durante 3 minutos, 95 °C durante 1 minuto, 58 °C durante 30 segundos, 68 °C durante
2 minutos, se repitié 15 veces del paso 2 al 4 y finalmente una extension final a 68 °C
durante 5 minutos. La enzima que se utilizé para llevar a cabo la reaccién fue la Expand
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4.2.8.4 Purificacion de plasmido

Los plasmidos obtenidos en cada etapa de la elaboacién de esta contruccion fueron
purificados por medio del Kit comercial High Pure Plasmid Isolation (Roche) siguendo las
instrucciones del proveedor.

4.2.8.5 Clonacién de la regiéon de recombinacion homéloga 2 (RRH2) en el
vector pUC18

El vector de clonacién utilizado como base para elaborar el vector de transformacion fue
el pUC18 (Stratagene). Este plasmido sirvi6 como esqueleto para ensambilar el vector de
transformacién para el cloroplasto. El primer paso para ensamblar el vector de
transformacion, fue la insercion de la regién de recombinacién homéloga de ~2.0 Kb
(RRH2) en el vector pUC18 entre los sitios de restriccion Pst/ y SpHI. La reacciéon de
digestion tanto para el vector pUC18 como para el plasmido donde se encontraba el
inserto (RRH2), consté de los siguiente componentes: Plasmido 1 plL, amortiguador
apropiado para la enzima 10X (1X), BSA 100X (1X), Sph/ 10 U/uL (5V), Pst/ 20 U/uL (20
U) en un volumen final de 50 pL. Se incubé a 37 °C durante 2 horas y posteriormente se
inactivd a 80 °C durante 20 minutos. La digestién del vector pUC18 fue purificada en
liquido, en tanto que la digestién correspondiente al inserto RRH2 fue separada en una
electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % durante 50 minutos y purificada como se
describié anteriormente. La ligacién de los fragmentos purificados se llevé a cabo usando:
4 pL de vector y 4 uL de inserto. Pasado el tiempo de incubacién de la ligacion, se realizd
la transformacion de células competentes y posteriormente se aislo el plasmido como fue
descrito previamente. Se verificd la integridad del plasmido mediante una digestion con
las enzimas de restriccion Pst/ y Sphl como se describi6 anteriormente. El pldsmido
generado en esta etapa se le nombré como pRH2.

4.2.8.6 Clonacién de la regién de recombinacién homéloga 1 (RRH1) en el
vector pRH2

La regién de recombinacion homdloga de ~3.5 Kb (RRH1), contenida originaimente en el
p322, fue subclonada en el vector pRH2 entre los sitios de restriccién EcoRl y BamHI. La
reaccién de digestion, tanto para el vector como para el plasmido que contenia el inserto,
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4.2.8.8 Clonacion de la construccion de expresion cphySr en el vector
pRH12A

La construccion de expresion cphySr proveniente de pGEM-T Easy fue sub-clonada en el
vector pRH12A entre los sitios de re_. >cién Sall y Ascl. El vector pRH12A fue digerido en
primera instancia con la enzima Ascl;  reaccién se conformé de los siguientes reactivos:
plasmido 2.5 pL, amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X), Ascl 10 U/uL (10U) en
un volumen final de 50 pL. La reaccion fue incubada a 37 °C durante 6 horas,
posteriormente la reaccion fue inactivada a 80 °C durante 20 minutos y fue purificada en
liquido con el Kit High Pure PCR (Roche). La segunda digestiéon fue realizada con la
enzima Sall y la reaccién consté de 40 uL de la elucién obtenida de la purificacion de la
digestién previa, amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X) Sall 20 U/uL (20U) en
un volumen final de 50 L y incub6 a 37 °C durante dos horas. La enzima fue inactivada a
65 °C durante 20 minutos y purificada en liquido con el Kit High Pure PCR (Roche).

En el caso de cphySr, la primera digestion fue realizada con la enzima Ascl y la reaccién
de digestion fue compuesta de lo siguiente: plasmido 2.5 uL, amortiguador apropiado para
la enzima 10X (1X), Ascl 10 U/uL (10U) en un volumen final de 50 pL. Se incub6 a 37 °C
durante toda la noche y posteriormente fue inactivada a 80 °C durante 20 minutos. La
digestiéon fue purificada en liquido con el Kit High Pure PCR (Roche). La segunda
digestion fue realizada con la enzima Sall consté de 40 pL de la elucién obtenida de la
purificacion de la digestiéon previa, amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X) Sall
20 U/uL (20 U) en un volumen final de 50 uL y fue incubada a 37 °C durante toda la
noche, posteriormente la enzima fue inac  ada a 65 °C durante 20 minutos. La digestién
fue purificada a partir de una electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 %. Los fragmentos
purificados, tanto del vector como del inserto, fueron ligados con la enzima T4-DNA ligasa
tomando 3 pL del vector y 5 uL del inserto. Se realiz6 la transformacién de las células
competentes con el vector generado y posteriormente el plasmido fue extraido como se
describié en el apartado 4.2.8.4. La integridad del vector fue verificada mediante una
digestién con las enzimas de restriccion EcoRV y Notl. La reaccion de digestion con las
enzimas antes mencionadas fue conformada de la siguiente manera: plasmido 1 pL,
amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X), BSA 100X (1X), EcoRV 20 U/uL (20V),
Notl 10 U/uL (10U), en un volumen final de 50 L. El plasmido generado en esta etapa fue
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1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
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CATCGCGCCG
GGTGCAGACG
GACGGATCAT
GCTGCCGCAG
GTTCATGGTC
TCGCCAGCAC
AGATAGCTGG
CTATGTGCAG
CCATCCGGCG
ATAAATCTGG
TATATACTTA
TTATTGTTGC
GCAAGTAAAC
GCCTCGCCTA
ATTTATATAC

CTCGGCAAGC
GAACAGGAAG
GTCTGGCCARA
GATGCGTGGC
ATGACGGATA
GAGATCGGCG
AAGACGAAAT
GAGAACCGCG
AAGGCGGATT

ACAAGCTCCC
TCGCCGAGGC
CGCCGGAGAA
TCCATTTCCA
TGCTGAAGAA
GCTTTTACTA
ATTATAGGGA
CGGATGGCTA

ATAAZ ~"TG™

TTAACCATAC
ATAGCTACCA
CTGCCAACTG
TTAGGGATTT
TCGGCTAACA
TAGGCAGTGG

CTGGT L LATY
TAGGCAGTTG
CCTAATATAA
TAATGCTCCG
AGTTCCTTCG
CGGTACCACT

CGAGGGCGGC
CGCGGGGATG
CATCGACCGC
TTGTGARAGCC
CCCGTCCGTA
CGGGGAGTTC
AAAGATCGTG
CCAGACGCCG
"GATGATARA
TTAGTTTAGT
GCAGGACGTC
ATATTAGTGG
TTAGGAGGCA
GAGTATATAA
CGACGGATCC.

GAAGTCCGCC
CGCTATTTCC
TTCCTCGCGT
GGTGTCGGCC
TCGCTCAAGG
CCCATCARAGA
ATGATCGAGC
TGGTCGGTCT
TAATTTTTTT
TTATACACAC
CCCTTACGGG
ACGTCCCCTT
AATAAATTTT
ATATCCTGCC

GCGTACAGAA
GCATCGCGGC
TTTACCGCAC
GCACGACGGC
ACATCCTCTA
CGAAGGATAA
AGTTCTACCG
GGCTCAAGAG
TTAARACTAAA
TTTTCATATA
ACAAATGTAT
CCCCTTACGG
AGTGGCAGTT
AACTGCCGAT

Figura 4.3 Secuencia de la construccion de expresion cphySr ensamblada in silico. Se indica con
sombreado gris oscuro el codén de inicio de la ORF del gen phyA de la bacteria Selenomonas
ruminantium; con sombreado gris claro el codén de paro de la ORF del mismo gen; subrayado se
sefiala la etiqueta de purificacién FLAG; la flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion
(Ishikura et al., 1999; Dron et al., 1982).

Tras el alineamiento de cada uno de los fragmentos que forman parte de la construccion
de expresion cphySr se pudo observar que todas las secuencias usadas para llevar a
cabo el ensamblaje in silico coincidian con las secuencias originales de donde fueron
tomadas. Las regiones donde no existe dicha coincidencia se debe a la presencia de
sitios de restriccion que fueron afiadidos en el caso de la secuencia del plasmido p322y a
la presencia de la etiqueta de purificaciéon que fue afnadida en el extremo 5’ de la ORF del

gen phyASr, la cual corresponde al FLAG.
4.3.1.2 Sintesis de la construccion cphySr

Una vez corroborada la secuencia ensamblada in silico, fue enviada a la compafia
alemana GENEART AG, quienes al recibir la secuencia inmediatamente nos enviaron la
secuencia modificada con el uso de codén del cloroplasto de C. reinhardtii, la cual fue
comparada con la secuencia que les fue enviada. En la Figura 4.4 se puede ver dicha

comparacion.
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1921
1921

cphySr
clonal0 cphySr

™=
celclll
Figura 4.7 Alineamiento de la secuencia de la clona 10 de cphySr. cphySr: construccién de
expresion cphySr sintetizada por GENEART; Clona 10 cphySr: Secuencia de la clona 10 del
producto de PCR de cphySr. En los cuadros azules se observa la modificacion del sitio de

restriccion BamH| por Sall en el extremo y BamH| por Ascl en el extremo 3'.

Como se observa en la Figura anterior, la secuencia del plasmido purificado de la clona
10 es idéntica a la secuencia cphySr sintetizada in silico, con excepcién de los extremos
5 y 3’ donde los sitios BamH| de a 0s extremos fueron sustituidos por los sitios de

restriccion Sall y Ascl, respectivamente.

4.3.2 Ensamblaje in silico y sintesis de la construcciéon rbclL/aadA/rbclL

(aadA)

4.3.2.1 Ensamblaje in sil._ ) de la constri _:idon rbcL/aadA/rbcL (aadA)

El esquema general de la construccién _ 2 expresién se puede observar en la Figura 4.8.

Bam HI

Figura 4.8 Esquema general de la construccion de expresién aadA.

Not |
Sma |
Sal |

La secuencia de dicha construccion de expresion se puede observar en la Figura 4.9.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
601
661l
721
781
841
901

GGATCCATGG
TATATARACA
CTTATCCCCG
ATACCTAAAG
CATTATTTTT
TTTTAAATTA
ataTArii2
GTCATCGAGC
GATGAAACAA
GAGAGCGAGA
TGGCGTTATC
GCAGGTAT:

AGRGAACATA
GAACAGGATC
TGGCTT™GCG

GTTTATAGGT
CTGCCTCTAA
ACAGGAATAT
CCCTTTCTA
_ATTTCTAAA
TATTTCCGGA
GGGAAGCGGT
GCCATCTC

CGCGGCGAGC
TTCTCCGCGC
CAGCTAAGCG
TCGAGCCAGC
GCGTTGCCTT
TATTTGAGGC
ATGAGCGAAA

ATTTTGAGAC
TAARAGTCTAC
ACATGGTTTT
TGCTCGACTG
TATATAATAT
CAGATTATTT
GATCGCCGAA
ACCGACGTTG
TTTGATCAAC
TGTAGAAGTC
CGAACTGCAA
CACGATCGAC
GGTAGGTCCA
GCTRAAATGAA
T GTGCTT

CAGTTATAARA
TATATTGGAG
AGTA AAA
ATAAUACRAG
ATTTAAATGT
TAGGATCGTC
GTATCGACTC
CTGGCCGTAC
GACCTTTTGG
ACCATTGTTG
TTTGGAGAAT
ATTGATCTGG
GCGGCGGAGG
ACCTTRACGC
ACGTTGTCCC
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TACATAAATT
ATTTAAAATT
AAAAGAAGTT
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TGCACGACGA
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GACGTTTAGG
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GGTAGTTGGC
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TTCCCCTGGA
CATCATTCCG
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TCCGGTTCCT
GCCGCCCGAC
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La reaccion de ligacion de ambos fragmentos se incubd toda la noche a 16 °C y
posteriormente se transformaron las células competentes con ella. Se obtuvieron 14
colonias, de las cuales cuatro se multiplicaron y se les realizé la extraccion del plasmido.
Los plédsmidos purificados fueron analizados por medio de digestiéon con las enzimas de
restriccion BamHl y Sall. Todas la clonas analizadas fueron positivas a la presencia del
inserto aadA como se puede verificar en la Figura 4.21.

Kb

1.5Kb
Kb

Figura 4.21 Verificacion de la integridad del vector pRH12A. Patrén de electroforesis generado por
BamHi y Sall . M: Marcador 2-log (NEB); 1 a 4: clonas analizadas

Al plasmido generado en esta etapa se le nombré pRH12A (Figura 4.22).

Notl  Smal  Sall Pstt Ascl EcoRV Xhoi

EcoRl BamH| Sp?
|

l - 2053 pb I

_ .

pRH12A
{9784 pb)

Figura 4.22 Diagrama del vector pRH12A.
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b1

Figura 4.24 Verificacion de la clonacién de cphySr (~2.0 Kb) en pRH12A (~9.6Kb). Patrén de
electroforesis generado por EcoRV/Notl. M: Marcador de 1Kb ladder plus (NEB); 1 y 2: Clonas

analizadas. La flecha blanca indica las ¢clonas que contienen el inserto del tamafio esperado.

El vector generado se le llamé pChPhy y el esquema general de! mismo es el que se
muestra en la Figura 4.25.

Notl smat - Sall

S

Psti Ascl CcoRv Xhol

Figura 4.25 Diagrama del vector pChPhy.

Finalmente, para verificar la integridad del vector antes mencionado se realizé una
digestion triple con las enzimas BamHl, EcoRV y Notl. Con esta digestion se esperaban
fragmentos de ~8.0 Kb, ~2.0 Kb y ~1.6 Kb correspondientes al vector pUC18-RRH1-
RRH2, a [a construcciéon cphySr y a la construccion de expresidn aadA, respectivamente.

Lo anterior se puede observar en la Figura 4.26.
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4.4 DISCUSION

En este capitulo se obtuvo un plasmido para la transformacién del cloroplasto de C.
reinhardtii, y la expresién del gen de la fitasa phyA de la bacteria S. ruminantium en este
organelo. Este plasmido fue denominado como pChPhy.

Tradicionalmente, el vector utilizado para la transformacién del cloroplasto ha sido el p322
(Newman et al., 1991). Este plasmido se basa en el plasmido Bluescript KS+ y contiene
las regiones de recombinacion homélogas RRH1 y RRH2. Entre estas dos regiones, se
encuentra un sitio de restriccion BamH| entre las cuales las construcciones de interés
pueden ser insertadas de manera no direccional. Para poder llevar a cabo la
transformaciéon con este plasmido, es necesario recurrir a una estrategia de co-
transformacion utilizando un seg Jo pldsmido denominado p667, el cual contiene una
mutaciéon puntual en el gen de 16S de C. reinhardtii lo que provoca una elevada
resistencia a la espectinomicina permitiendo de esta manera la identificacion de
transformantes. Una desventaja de esta estrategia es que existen tres posibles
resultados:

1. Que el cloroplasto solo sea transformado con el gen de interés pero no con el gen
de seleccién, impidiendo la recuperacion exitosa de los transformantes.

2. Que se inserte el gen de seleccidén y no el gen de interés dando como resultado
falsos positivos al permitir la recuperacion de clonas transformadas que no

contienen el gen de interés.

3. Que tanto el gen de interés como el gen de seleccién sean insertados de manera
correcta en el cloroplasto de C. reinhardtii, dando como resultado la recuperacion
de clonas transformadas exitosamente tanto con el gen de interés como con el
gen de seleccion.

En vista de que solo la tercera posibilidad es exitosa, es necesario, realizar un analisis
exhaustivo de las clonas hasta obtener una con el gen de interés y con el marcador de
seleccion.

E! vector pChPhy, presenta ventaja ante el panorama mencionado previamente ya que al
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contener el gen de resistencia aadA asegura que al recuperar una colonia del medio de
seleccion esta contendra el gen de interés.

Anteriormente, se menciond la existencia de un reporte en donde se indica el uso del
cloroplasto de C. reinhardtii como biorreactor para la producciébn recombinante de una
fitasa tipo HAP de E. coli. Este tipo de fitasas son de las mas socorridas para su
aplicacion como aditivo alimenticio ya que tienen la capacidad de actuar a un pH entre 2y
6 que es similar al del tracto digestivo de los animales monogastricos.

La secuencia madura (sin péptido sefial) del gen appA de E. coli fue clonada en el vector
pATPA, que es una version del p322 y cuya diferencia es que ya contiene las regiones
reguladoras P+5'UTR del gen atpA y las region 3' UTR del gen rbcL, las cuales han
demostrado en trabajos previos que son capaces de dirigir altos rendimientos proteicos
(Barnes et al.,, 2005). Los rendimientos proteicos de la fitasa producida por el gen appA
obtenidos por Yoon y colaboradores (2011) en el cloroplasto de C. reinhardtii, fueron de
aproximadamente de 10 U/mg de lisado celular, que aun suponiendo que tengan el 100%
de actividad catalitica, seria muy baja en comparacién con la actividad de la misma
enzima purificada a partir de E. coli. Los extractos purificados pueden llegar a tener una
actividad entre los 811 a 1800 U/mg (Yoon et al, 2011). Este bajo rendimiento fue
atribuido a la ausencia del péptido sefial y estos autores consideran que esto pudiera
haber generado inestabilidad en el ARNm y por lo tanto se afecté la traduccidén de la
proteina.

A diferencia del reporte de Yoon y colaboradores (2011), en este trabajo la construccion
de expresion contiene el gen phyA, que codifica para la fitasa PTP de la bacteria S.
ruminantium. Esta fitasa corresponde a un tipo Unico de fitasas propias de bacterias
ruminales, por lo que se considera que estan completamente adaptadas al medio
ambiente imperante en el tracto digestivo de los animales de granja. La fitasa de S.
ruminantium tiene uan alta afinidad por su sustrato y buena eficiencia catalitica, por lo que

es una buena alternativa para ser usada como aditivo alimenticio.

Por otro lado, la secuencia de la fitasa de S. ruminantium fue clonada bajo la regulacion
del P+5’'UTR de atpA y la regién 3UTR de psbA, la cual segun Barnes y colaboradores
(2005) es una de las mejores combinaciones para la acumulacion de ARNm. Ademas, la
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secuencia de la fitasa de S. ruminatium fue clonada incluyendo al péptido sefial, con lo
cual se espera que la estabilidad del ARNm no se vera comprometida y se pueda llevar a
cabo de manera eficiente la traduccién de la proteina.

pChPhy presenta la ventaja de ter siete sitios de restriccién que pueden ser utilizados
para la sustitucibn de la construccién de expresién cphySr por cualquier otra que
contenga alguno de los sitios de restriccién presentes en este plasmido.

Dado que este vector cuenta con las mismas regiones de recombinacién homéloga que el
tradicionalmente usado p322, la insercién de los genes de interés sera dirigida hacia el
mismo sitio de recombinacion entre EcoRl y Xhol ubicados en regiones cercanas al intrén
4 del gen psbAy al extremo 3'del gen ribosomal 23S.

4.5 CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el vector pChPhy, disefiado para la transformacién del cloroplasto de C.
reinhardftii.

2. pChPhy contiene un gen de resistencia (aadA) a antibiético con el uso del codén
del cloroplasto situado junto al sitio policlonal de la construcciéon de interés por lo
que no sera necesario recurrir a una estrategias de co-transformacion.

3. pChPhy presenta un sitio pc.._lonal que permitira la sustitucién de la construccion
cphySr con alguna otra secuencia de interés con mayor facilidad que usando el
plasmido disponible originalmente de un solo sitio de restriccion.
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CAPIiTULO V
5.1 DISCUSION GENERAL

Desde hace aproximadamente 40 afios se conoce la habilidad de las fitasas para
hidrolizar el fitato (IPs) y liberar el fésforo (P) contenido en éste, aunque es a finales de los
afios 90 que se comenzd a realizar estudios para encontrar enzimas capaces de ser
utilizadas en la alimentacion animal para sustituir el uso de fésforo inorganico (Pi)
proveniente de la roca. El Pi es un recurso no renovable, sin embargo, el alto costo de
produccién de esta clase de enzimas, la baja actividad enzimatica y el bajo rendimiento
que se ha obtenido de la mayoria de las fitasas estudiadas a la fecha han dificultado esta
tarea (Yao et al.,, 2012; Rao et al., 2009).

La tendencia actual del mercado de las fitasas indica un incremento en la utilizacién de
estas enzimas para satisfacer la demanda de P en el drea pecuaria, en lugar del de Pi de
origen mineral. El mercado de estas enzimas promete grandes ganancias para el afio
2015 donde se esperan ventas por 4.4 mil millones de délares, por lo que el mejoramiento
de las fitasas conocidas mediante ingenieria genética y proteica, es una de las metas
proximas a alcanzar. Ninguna de las fitasas conocidas en la actualidad cumple con la
eficiencia catalitica, la resistencia a proteélisis, termoestabilidad y economia necesarias
para ser consideradas como un aditivo alimenticio ideal (Yao et al., 2012; Report Code:
BIO0O30E, Published: January 2008, Report Code: BIO030F Published: January 2011), por
lo que la busqueda de nuevas fitasas con caracteristicas novedosas, es uno de los retos a
cumplir en los préximos afos. Para ello, existen herramientas proteémicas (Wéhibrand et
al., 2013) que permiten la identificacién de proteinas a partir de una fuente biolégica
determinada y herramientas bioinformaticas, como el BLASTP (Altschul et al., 1997), que
permiten la identificaciobn de proteinas de manera dirigida tomando como molde una

secuencia proteica de interés.

Basandonos en esta ultima aproximacion, en este trabajo de tesis se realizé el analisis in
silico del genoma de C. reinhardtii, usando como base secuencias representativas de
cada una de las cuatro clases de fitasas reportadas en la literatura [PAP: G. max
(AK49438.1); BPP: B. subtillis (ACR78677.1); HAP: A. niger phyA (CAA78904.1);, PTP: S.
ruminantium (AAQ13669.1)]. Dicho andlisis arrojd como resultado Unicamente cinco
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secuencias homologas (CrPAP1 a CrPAPS) a fosfatasas acidas purpura (PAP). Una sexta
PAP (CrPAPS6) fue encontrada utilizando como molde las secuencias CrPAP encontradas
previamente, lo cual indica que la familia de fosfatasas de la clase PAP en C. reinhardtii
estd conformada Unicamente por seis proteinas. Ninguna de las otras clases de fitasa
utilizadas en este analisis arrojé resultados positivos. Fosfatasas de la clase PAP han sido
encontradas en plantas como A. thaliana, donde se conocen 29 miembros de esta familia
y varios de ellos son inducidos por la privacion de fésforo (Li et al., 2002). En O. japonica
se conocen 26 miembros de esta familia (Zhang et al, 2011) y en G. max se han
encontrado 35 miembros (Li et al., 2012). Las PAP también han sido encontradas en
organismos procariotas como las cianobacterias; sin embargo, el nimero de secuencias
encontradas en estos organismos varia de uno a tres por individuo (Yeung et al., 2009).
En el caso de las microalgas, no se conoce reporte que indique el nimero de fosfatasas
de la clase PAP presentes en ellas. En el presente trabajo se identificé que en el genoma
de las especies de microalgas eucariotas analizadas en este trabajo existen entre 1 y 11
secuencias PAP, por lo que se considera normal el hecho de tan solo haber encontrado
seis miembros de esta familia en C. reinhardtii.

La prediccion de las caracteristicas bioquimicas realizada a las seis secuencias CrPAP
indicd que el peso peso molecular predicho para las CrPAP1 a la CrPAPS es similar al de
las fitasas de la clase PAP de plantas (Konietzny y Greiner, 2002), en tanto que CrPAP6
tiene mayor similitud a las PAP de bajo peso molecular tipicas de los mamiferos, aunque
algunas de ellas también han sido encontradas en plantas (Li et al., 2012; Klabunde y
Krebs, 1997). La mayoria de las CrPAPs presentaron su punto isoeléctrico en un rango
que va de 4.46 a 6.32, los cuales son muy similares a las fitasas de origen bacteriano,
fungico (Konietzny y Gr__ 2r, 2002) y de plantas como la fitasa de soya (Gibson y Ullah
1988), de la raiz del maiz (Hubel y Beck, 1996) y la raiz del tomate (Li et al. 1997). En
contraste, CrPAP1 presentd un punto isoeléctrico de 8.5 similar al de la fitasa de la clase
HAP de Aspergillus fumigatus, cuyo punto isoeléctrico es de 8.56. Debido a esta
caracteristica se le considera como una enzima adecuada para su producciéon a nivel
industrial, ya que permite una purificacién facil y eficiente (Wyss et al. 1999).
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Los dominios identificados en las seis CrPAPs, corresponden a un dominio de
metalofosfoesterasa similar al centro metélico que funciona como sitio catalitico de las
enzimas de la clase PAP. Ademas, se identificaron los siete aminoacidos distribuidos en
los cinco bloques conservados que forman parte de este dominio y que proporcionan un
sitio de uniéon a los metales que forman parte de su sitio activo (Hegeman y Grabau, 2001;
Schenk et al. 2000). Este dominio identifica a las secuencias CrPAP como miembros de
las fosfatasas PAP. Si bien es conocido que existe baja homologia entre la cadena
polipeptidica de PAPs de diferentes reinos, los motivos que son la firma caracteristica del
dominio mantienen siempre el mismo orden y los siete residuos aminoacidicos que sirven
de sitio de unién a metales, permanecen invariables (Schenk ef al., 2000) tal cual sucede
con las CrPAP. Ademas, en el caso de CrPAP4 se identific6 un dominio similar a la
fibronectina 3, el cual es comunmente observado en las PAP pertenecientes a mamiferos,
observado también en la PAP de Phaseolus vulgaris (KBPAP) (Tsyguelnaia y Doolittle,
1998) y de Arabidopsis thaliana (AtPAP10 y AtPAP12) (Li et al., 2002). La funcién de la
fibronectina en mamiferos es proveer de conexiones esenciales a las células a través de
integrinas y otros receptores, ademas de regular la adhesion celular, la migracion e
incluso la diferenciacién (Schwarzbauer y DeSimone, 2011), pero se desconoce la razon
por la cual este dominio se encuentra presente en las PAP de plantas.

Previamente se ha estudiado la relacién filogenética de las PAP de diferentes plantas (Li
et al.,, 2012; Zhang et al., 2011; Dionisio et al., 2011; Li et al., 2002) y la caracteristica
comun en estos arboles filogenéticos es que las PAP de plantas con actividad de fitasa
siempre se agrupan en un solo clado. En este trabajo se investigé la relacién filogenética
entre las CrPAPs y las PAP de plantas y animales con y sin actividad de fitasa. Al igual
que en los reportes previos, las PAP de plantas con actividad de fitasa fueron agrupadas
exclusivamente en el clado (lll), en conjunto con dos secuencias tipo PAP de la microaiga
C. subellipsoidea C-169. Las CrPAPs no fueron agrupadas con las PAPs de plantas con
actividad de fitasa, sino que fueron agrupadas junto con las secuencias tipo PAP de ofras
microalgas. Las CrPAP fueron distribuidas en los clados I, IV, V, VI y VIlI, formados
exclusivamente por microalgas. Lo anterior nos hace pensar que la mayoria de las PAPs
de microalgas tienen caracteristicas propias que las hace agruparse de manera
independiente, al igual que como sucede entre PAPs de animales y plantas. A pesar de

que las plantas y las microalgas pertenecen al mismo reino, estas Ultimas divergeron de
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las plantas terrestres hace mas de mil millones de afios (Yoon et al., 2004).
Probablemente, por esta razén es que las fitasas de plantas fueron agrupadas
exclusivamente en el clado Ill, en tanto que las secuencias de microalgas fueron
agrupadas en clados independientes como es el caso de los clados IV (CrPAP1) y V
(CrPAP2 y CrPAP3), los cuales dada su cercania con el clado Ill pudieran contener a las
secuencias con actividad de fitasa de las microalgas.

Dioniosio y colaboradores (2011) realizaron un estudio filogénetico con las PAPs vy
proteinas tipo PAP de plantas, encontrando que la mayoria de las secuencias PAP con
actividad de fitasa se agrupaban en el mismo clado con excepcion de la fitasa de
Arabidopsis thaliana AtPAP23 (AQ93685). Estos autores identificaron cuatro motivos
conservados [(1) R-G-(H/V/Q/N)-A-(V/1)-D- '1)-P-(D/E)-T-D-P-(R/L)-V-Q-R-(R/N/T); (2) S-
(VI-V-(RIQ)-(YIF)-G; (3) A-M-S-X-X-(H/Y)-(A/Y/H)-F-(R/K)-T-M-P; y (4) D-C-Y-S-C-(S/A)-
F-X-X-X-T-P-I-H], exclusivos de las PAP de plantas con actividad de fitasa que se
agruparon juntas y que no se han encontrado en ningln otro tipo de PAP, ya sea de
plantas u otro organismo. La funcién de estos motivos se desconoce, por lo que queda
Ccomo una incognita a dar respuesta en el futuro.

Seria interesante analizar las secuencias _ : las PAPs de microalgas que se usaron en el
presente estudio, con la finalidad de ide......car motivos relacionados con la actividad de
fitasa, propios de las PAPs de microalgas. Si bien en el presente trabajo se identificaron
en C. reinhardtii secuencias homologas a las fitasas de la clase PAP, no se conoce
ninguna fitasa de esta clase en las microalgas, por lo que es aventurado decir qué
secuencia de las CrPAP contiene los motivos que confieren actividad de fitasa. Ademas,
el hecho de agruparse en clados diferentes dificulta ain mas predecir su funcién.

Para lograr la identificacién de estos motivos, el primer paso seria realizar la
caracterizacién de una PAP de microalga que presente actividad de fitasa, con la cual
posteriormente se podria realizar una busqueda in silico de secuencias con caracteristicas
similares y partiendo de ello identificar los motivos relacionados con la actividad de fitasa.

En las secuencias proteicas CrPAP1 a CrPAP5 se predijo un péptido de secrecién con los
programas SignalP y TargetP, lo cual sugiere que estas proteinas podrian tener actividad
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Dado que en el presente trabajo, se encontraron secuencias homoélogas a fitasas de la
clase PAP en el genoma de C. reinhardtii, y a que Quisel y colaboradores (1996)
mencionaron resultados no publicados que indicaban que C. reinhardtii fue capaz de
crecer en un medio de cultivo cuya unica fuente de P era el IP;, se evalud el uso de este
compuesto como fuente de P para el crecimiento de C. reinhardtii. Hasta la fecha lo
anterior no habia sido respaldado por ninguna publicacién

En zonas de pastoreo intensivo, el 1P excretado por los animales, queda a disposicién de
los consorcios microbianos presentes en la zona, que a su vez generan fosfatos a partir
del IPs los cuales llegan a los cuerpos de agua cercanos y provocan el fenémeno
conocido como eutroficacion (Yao ef al., 2012; Konietzny y Greiner, 2002). Aungue a la
fecha no se conocen fitasas de origen microalgal, no se puede descartar la posibilidad de
que una porcién del IPg excretado por los animales de granja llegue integro a los cuerpos
de agua, siendo las microalgas parte del consorcio encargado de degradar el 1Ps. Por otro
lado, Merchant y colaboradores (2008) consideran que muchos de los genes de C.
reinhardtii, se remontan al antepasado comun de las plantas y animales, por lo que es
probable que alguno de los genes CrPAP encontrados en este trabajo codifiquen para una
proteina con actividad de fitasa. En el presente trabajo, se presentaron evidencias de la
capacidad que tiene C. reinhardtii para crecer en un medio suplementado con |IPs como
unica fuente de P, lo que nos indica que esta microalga debe poseer al menos una
fosfatasa con actividad de fitasa.

La concentracion celular de C. reinhardtii cultivada en presencia de IPscomo Unica fuente
de P fue menor que el de aquellas cultivadas con la fuente de P habitual proporcionada
por el medio TAP. Esto podria ser causado por la desfosforilacién incompleta del 1Ps por
una fitasa de la microalga y por lo tanto la disponibilidad de P en el medio de cultivo es
menor. Probablemente la enzima de C. reinhardtii se encuentre regulada por algun
mecanismo de retroalimentacién que al percibir la presencia de P, necesario para su
sobrevivencia, inhiba la produccion de la enzima o a la enzima misma (Quan ef al., 2001).
La concentracion celular de C. reinhardtii cultivada en medio TAP+IPg fue mayor que la
cultivada en medio TAP, lo que podria ser causado por el incremento en la cantidad de P
presente en el medio, asumiendo que el IPg esta siendo desfosforilado por una fitasa de la
microalga.

144



CAPITULO V

Se observ6 también que dependiendo del tratamiento donde haya sido cultivada (medio
TAP+IPgs 0 medio TA+IPs) C. reinhardtii present6é una variacion en su perfil electroforético
como lo indicé la presencia o ausencia de algunas bandas o la disminucién e incremento
en la intensidad de algunas otras. Este comportamiento podria ser parte de la respuesta a
condiciones limitantes de P y que forman parte de la respuesta a la privacién de fosforo.
Se ha observado mediante analisis de expresion génica, metaboléomica y protedmica, que
los organismos eucariotas reprograman su metabolismo y circuitos genéticos para
sobrellevar esta condicion de estrés, y es en esta ultima, donde se puede observar una
acumulacién diferencial de proteina (Lan et al. 2012; Rouached et al., 2010; Raghothama,
1999; Duff et al., 1991).

En cuanto al andlisis de expresién, se observd que CrPAP2, CrPAP4 y CrPAP6 fueron
capaces de mantener su expresion bajo los tratamientos de cultivo antes descritos,
mientras que CrPAP3 fue el gen con menor expresion y ademas ésta se vio afectada por
la presencia de IPg como unica fuente de P. Se sabe que el Pi puede actuar como
inhibidor de las PAP (Schenk et al., 2005), por lo que es probable que e! P liberado a
partir del IPg actie como un inhibidor de este gen. En contraste, fue evidente que Ila
expresion de CrPAP1 fue inducida en los tratamientos con presencia de IPs, lo que
sugiere que este gen podria responder a la presencia de IPs y este efecto pudiera ser
potenciado por la ausencia de las sales habituales de P del medio TAP. Por otro lado,
CrPAPS5 aparenta responder a la privacién de las sales de P, ya que este gen solo fue
expresado en el medio con IPs como unica fuente de P.

La induccion de la sintesis de las fosfatasas en respuesta a la privacion de fésforo ha sido
demostrada en plantas superiores (Duff et al., 1991; Goldstein et al., 1988), mientras que
en algunos microorganismos como las bacterias (Bacillus subtilis y Klebsiella terrigena), la
presencia de |Ps puede inducir la sintesis de fitasas (Greiner et al, 1997, Powar vy
Jagannathan, 1982). CrPAP1 y CrPAPS5, podrian codificar para fosfatasas involucradas en
la PSR, reciclando P a partir de fuentes organicas, como el IPs en el caso de la proteina
producida por CrPAP1. CrPAPS5 podria estar involucrado en reciclar compuestos
fosfatados intracelulares, ya que su respuesta se observé unicamente en ausencia de las
sales de fosforo proporcionadas por el medio TAP.

145



CAPITULO V

El estudio de fosfatasas en las microalgas es muy limitado y no se han identificado ni
caracterizado PAP con o sin actividad de fitasa en C. reinhardti 0 en alguna otra
microalga. Este trabajo abre las puertas para seguir estudiando a esta familia de
fosfatasas, tanto en C. reinhardtii como en las microalgas y de esta manera identificar
alguna fitasa de la clase PAP que pudiera tener aplicacién como aditivo alimenticio. Con
esto se podria ampliar la variedad de fitasas disponibles en el mercado en la actualidad y
por otro lado entender la funcién que desempeiian las fosfatasas de la clase PAP en las
microalgas.

En vista de los datos presentados hasta el momento podemos sugerir que CrPAP1 es la
que tiene mayor probabilidad de tener actividad de fitasa, ya que presenté mayor cercania
con el clado |l conformado por las fitasas PAP de plantas. Ademas, se encontré en su
promotor un elemento de respueste 1BS, el cual se sabe participa en la induccién de
diversos genes relacionados con la ausencia de P.

Por otro lado, en el analisis de expresion, se observé que el gen CrPAP1 se indujo en
presencia de IPg en el medio TAP, e incrementd su expresidn al encontrarse en presencia
de IP; como unica fuente de P, lo que sugiere que la enzima codificada por este gen esta
relacionada con la utilizacién de fitato para la sobrevivencia de la microalga. En el caso
del gen CrPAPS5, si bien se observé que su expresion se incrementaba en presencia de
IPs como Unica fuente de P, en el arbol filogenético la proteina producida por este gen no
se encuentra ubicada en alguna regién cercana al clado Ill el cual contiene a las fitasas de
plantas la clase PAP. Es probable que se encuentre mas relacionada con condiciones de
deficiencia de P que con la presencia de IPs. En el caso de las demas proteinas CrPAP,
es un tanto mas dificil determinar su posible funcién con los resultados presentados hasta
el momento. Si bien los datos de expresion de CrPAP1 y CrPAPS sugieren una probable
funcién, es necesario realizar la caracterizacion experimental de las proteinas generadas
por estos genes para poder comprobaria, tanto de estas dos enzimas como del resto de
las CrPAPs encontradas en el pres e trabajo.

Dada la importancia comercial que han alcanzado las fitasas, se han hecho diversos
esfuerzos para incrementar la produccion de estas enzimas mediante técnicas de
ingenieria genética en biorreactores, como bacterias, hongos, levaduras, plantas y
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animal. Existen 870 millones de personas alrededor del mundo que sufren desnutricién
(http:/iIwww.wfp.org/hunger/who-are) y no se cuenta con los insumos alimenticios
necesarios que satisfacer sus necesidades. En vista de lo anterior, es necesario encontrar
biorreactores adecuados que permitan la producciéon de las fitasas sin sacrificar un area
de cultivo o el cultivo mismo para la alimentacién animal.

En este sentido, las microalgas surgen como una alternativa de biorreactor, ya que
presenta ventajas como la posibilidad de cuitivarse en tierras marginales y bajo
condiciones ambientales desfavorables o de estrés (Widjaja et al., 2009). Las microalgas
como C. reinhardtii permitirian la dosificacion directa de aditivos como las fitasas ya que
son reconocidas como organismos seguros al considerarse que no contienen toxinas.
Esto permitiria omitir el proceso de purificacién al que son sometidas las proteinas
producidas en bacterias u hongos patégenos (Mayfield et al., 2007).

El bajo rendimiento en la produccién de la enzima en arroz fue atribuido a que se eliminé
el péptido sefial de la proteina en la construccion de expresion. Se ha visto que el péptido
sefial puede estar involucrado en la estabilidad proteica. En nuestro trabajo se contemplé
que el gen de interés contenido en pChPhy contara con la secuencia que codifica para el
péptido sefial. De esta manera se puede evitar la problematica de bajo rendimiento
asociada con la estabilidad de la proteina.

En vista de lo expuesto anteriormente, se espera que el vector pChPhy sea una
herramienta adecuada para la transformacién del cloroplasto de C. reinhardtii. Ademas,
este biorreactor podria alcanzar altos rendimientos proteicos con una alta actividad
enzimatica, que permitan que esta fitasa pueda ser utilizada en la alimentacién animal.
Una ventaja adicional que presenta el plasmido pChPhy es que incluye al gen de
resistencia aadA de E. coli, modificado con el uso del codén del cloroplasto de C.
reinhardtii. Este gen confiere resistencia al antibiético espectinomicina, por io que se
considera posible que usando un solo plasmido en el proceso de transformacion, se
puedan recuperar con facilidad clonas transformadas con el gen de interés, sin necesidad

de recurrir a la estrategia de co-transformacion.

El presente trabajo de tesis contribuy6 con aportaciones de gran importancia en el estudio
de las fosfatas  acidas purpura en C. reinhardtii, lo cual abre todo un campo inexplorado
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5.2 CONCLUSIONES GEN..~ALES

El genoma de C. reinhardtii cuenta con cinco secuencias (CrPAP1 a CrPAPS)
homélogas a fosfatasas con actividad de fitasa de la clase PAP de G. max, M.
truncatula, A. thaliana y N. tabacum. El genoma de C. reinhardtii también cuenta
con una sexta secuencia (CrPAP6) perteneciente a la clase PAP. Por tanto, se
concluyé que la familia de las PAP en C. reinhardlii esta conformada por estos seis
miembros. Los seis miembros de esta familia poseen la firma caracteristica de las
PAP (DXG, GDXXY, GNt D, VXXH, GHXH) que forma parte del dominio
metalofosfoesterasa.

Las caracteristicas bioquimicas predichas para las proteinas CrPAP1 a CrPAP5
fueron similares a las fitasas de plantas pertenecientes a esta misma clase, en
tanto que CrPAP6 presenté mayor similitud con las PAP de bajo peso molecular
tipica de mamiferos.

La relacion filogenética de CrPAP1 a CrPAPS5 indicé que estas proteinas son
evolutivamente diferentes de las PAP de plantas y animales, ya que fueron
agrupadas de manera independiente de Jlas PAP pertenecientes a estos
organismos. Se agruparon en clados integrados exclusivamente por PAP de
microalgas. CrPAP1, CrPAP2 y CrPAP3, fueron las proteinas de mayor relacion
con las fitasas de la clase PAP, en tanto que CrPAP6 fue la mas alejada
agrupandose con las PAP de mamiferos.

La actividad enzimatica de CrPAP1 a CrPAPS5 podria llevarse a cabo en el exterior
de la célula, al igual que lo hacen algunas fitasas de origen fungico y microbiano,
ya que se predijo un péptido de secrecidn para estas secuencias.

150






CAPITULO V

5.3 PERSPECTIVAS

En este trabajo se identificaron seis secuencias de C. reinhardtii homélogas a fosfatasas
de la clase PAP, cinco de ellas presentaron homologia con las fitasas de esta misma
clase. CrPAP1 se presenta como el candidato con mayor potencial de tener actividad de
fitasa, ya que en el andlisis de expresién de su gen se observd que es inducido por
condiciones de presencia de IPs. Por otro lado, el gen que codifica para CrPAPS, al ser
inducido por la ausencia de P, es un candidato interesante para estudiar su funcién en
este proceso. Por lo tanto, sera interesante realizar el analisis funcional de las proteinas
de los genes CrPAP1y CrPAPS. Para lo anterior, se podria llevar a cabo la clonacién del
ADNc de estos genes en un vector de expresion que permita la sobreexpresion y
produccién recombinante de las respectivas proteinas en E. coli, para su posterior
purificacién. Con la proteina aislada, se podra realizar el ensayo enzimatico en presencia
de IPs para evaluar la actividad de fitasa, asi como de otros sustratos organicos de fésforo
para determinar la especificidad de las enzimas evaluadas.

Una vez identificada una enzima con actividad de fitasa, serd importante realizar la
caracterizacion cinética de la enzima para determinar las condiciones de temperatura, pH,
y concentracion de sustrato mas adecuadas para que lleve a cabo su actividad. Basados
en estos parametros, se determinaria su posible uso como suplemento en las mezclas
alimenticias de los animales monogastricos de granja, mediante la produccién
recombinante en C. reinhardti. Al ser esta microalga un organismo inocuo, seria
interesante evaluar la posibilidad de la dosificacién directa de la biomasa seca que
contiene a la fitasa. Ventaja adicional, seria que el producto generado seria considerado
cisgénico, es decir, que los genes, promotores y regiones reguladoras forman parte del
organismo por lo que se considera que no modifican el contenido génico del organismo

transformado (Schouten et al., 2006), facilitanado su aceptacién en el mercado.

Por otro lado, seria interesante la caracterizaciéon de los promotores de los genes CrPAP1
y CrPAPS, ya que a la fecha solo se conocen tres promotores inducibles en el genoma
nuclear de C. reinhardtii : CYCSB, NIT1 y CA1, (Ferrante et al., 2008; Koblenz y Lechtreck,
2005; Villand et al., 1997). Para realizar lo anterior, se podria partir de la caracterizacién in
silico de la region 5 UTR de ambos :nes mediante el programa BPROM, el cual dara

una prediccién de la longitud de la regién 5' UTR, asi como una aproximacion del sitio de
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inicio de la transcripcién. Posteriormente, mediante un ensayo de RLM-RACE se podria
determinar experimentalmente el sitio de inicio de la transcripcién. Posteriormente,
mediante ensayos de delecion, determinar la longitud minima del promotor de cada gen.
Ademas en el caso de CrPAP1 mediante un ensayo de cambio de movilidad por
electroforesis (EMSA), se podria determinar la funcionalidad del elemento de respuesta
en ¢is P1BS.

Por otro lado, la relevancia de contar con el plasmido pChPhy consiste en que permitira la
transformacion del cloroplasto de C. reinhardtii para evaluar su capacidad de producir una
fitasa de la clase PTP en este organelo. Si se obtiene buen rendimiento proteico esta
enzima, podria ser utilizada para su comercializacion, ya que el mercado de esta clase de
enzimas se encuentra y seguira en expansién con expectativas de ganancias de hasta 4.4
mil millones de délares para el afio 2015 (Report Code: BIO030F Published: January
2011). Aunado al beneficio que implica para el medio ambiente el uso de estas enzimas,
ya que puede disminuir hasta en un 50% la excrecion de fésforo por parte de los animales
de granja (Yao et al.,, 2012). Ademas, este plasmido queda disponible en el laboratorio
como una herramienta para la transformacién del cloroplasto de C. reinhardtii con algun
otro gen de interés cientifico y biotecnolégico.
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