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RESUMEN 

RESUMEN 

El fósforo inorgánico (Pi) es un nutrimento de gran importancia para la generación de 

energía y el desarrollo de los organismos; sin embargo, éste se encuentra en 

concentraciones limitadas en la naturaleza, a diferencia de las formas orgánicas del 

fósforo (P) que son abundantes en el medio ambiente. Esta situación ha propiciado que 

los organismos evolucionen para sobrelle,var condiciones de estrés ocasionadas por la 

falta de P. Entre las estrategias desarrolladas se encuentra la producción de enzimas 

fosfatasas, especializadas en el reciclaje y recolección de fósforo orgánico, como es el 

caso de las fitasas, quienes son las encargadas de hidrolizar el fitato (IP6) , el cual es la 

principal forma de almacenamiento de P en las semillas de las plantas. Las fitasas se 

agrupan en cuatro clases principales: fosfatasas ácidas de histidina (HAP) , fosfatasas de 

¡3-propela, proteínas fosfatasas de tirosina (PTP) y fosfatasas ácidas púrpuras (PAP). Las 

fitasas se han encontrado en diversos organismos, sin embargo hasta la fecha no se sabe 

de su existencia en microalgas eucariotas. Por otro lado, las fitasas han ganado 

importancia comercial al ser usadas como aditivo en la alimentación de los animales de 

granja monogástricos. Estos animales tienen una muy baja capacidad de asimilación del 

IPsque está presente en sus mezclas alimenticias. 

Por su parte, Ch/amydomonas reinhardtii es una microalga eucariota que ha sido 

ampliamente utilizada como modelo en estudios de fisiología y bioquímica desde hace 

más de sesenta años. Más recientemente, esta microalga se ha propuesto como 

biorreactor para la producción de proteínas recombinantes (PRs) de interés comercial , 

incluyendo las fitasas, ya que presenta un gran potencial para este fin . Sin embargo, el 

estudio de fosfatasas aún es muy limitado en microalgas, y a la fecha no se han 

caracterizado PAP con o sin actividad de fitasa en C. reinhardtii. 

En vista de lo mencionado anteriormente, el objetivo de este trabajo fue identificar y 

caracterizar molecularmente genes homólogos a fosfatasas tipo fitasa en C. reinhardtii. 

Para lograr este objetivo, se realizó un análisis in si/ico de la secuencia del genoma de C. 

reinhardtii en busca de secuencias homólogas a un gen representativo de cada una de las 

cuatro clases de fitasas. Se encontraron cinco genes homólogos a fitasas de la clase PAP 

(CrPAP1 a CrPAP5) y un gen (CrPAP6) homólogo a fosfatasas de esta misma clase . Al 

1 



RESUMEN 

realizar el análisis de las secuencias de aminoácidos de CrPAP1 a CrPAP6, se encontró 

la firma característica de las fosfatasas de la clase PAP, y se hicieron las predicciones de 

las características bioquímicas de la proteína para la que codifica cada gen. Además, 

dado que las fosfatasas encontradas en este estudio son homólogas a una fitasa de 

planta, se investigó la relación filogenética de las CrPAPs con las fitasas de plantas. 

Además, se obtuvo evidencia de que C. reinhardtii es capaz de crecer usando IP6 como 

única fuente de P, por lo que se sugirió que presenta al menos una fitasa endógena que 

aún no ha sido identificada y caracterizada. Se observó que existen diferencias en los 

parámetros de crecimiento y en el perfil proteico de C. reinhardtii ante esta condición de 

cultivo. Por otra parte, se analizó la expresión de los seis genes CrPAP e 

interesantemente CrPAP1 y CrPAP5 se indujeron, ya sea ante la presencia de IP6 o la 

ausencia de P, respectivamente. 

Para finalizar, se construyó un plásmido de transformación para el cloroplasto de C. 

reinhardtii: pChPhy. Dicho plásmido contiene el gen phyA de la bacteria ruminal 

Selenomonas ruminantium que codifica para una fitasa de la clase PTP, e incluye al gen 

de selección aadA de Escherichia coli que confiere resistencia al antibiótico 

espectinomicina. Este plásmido servirá en futuros estudios para investigar la producción 

de la fitasa de S. ruminantium utilizando a C. reinhardtii como biorreactor, con la 

perspectiva biotecnológica de utilizar esta enzima como suplemento alimenticio en 

animales de granja monogástricos. 
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ABSTRACT 

lnorganic phosphorus is a vital nutrient for energy generation and development of living 

organisms; however it exists in limited concentrations in nature, in contrast to organic 

forms of phosphorus which are abundant in the environment. Therefore, living organisms 

have developed strategies to cope with stress conditions caused by phosphorus 

deprivation. Among these strategies, the production of phosphatases specialized in the 

scavenging and recycling of organic phosphorus, as it is the case of phytases. Phytases 

are responsible for hydrolyzing phytate, which is the majar storage form of phosphorus in 

plant seeds, and recently have gained commercial importance as food additive for 

monogastric farm animals, which have a very low absorption capacity of phosphorus from 

the phytate present in their food mixtures. Four classes of phytases have been described: 

histidine acid phosphatases (HAP), 13-propeller phytases, protein tyrosine phosphatases 

(PTP) and purple acid phosphatases (PAP) . These enzymes are widespread in nature, 

however to date there is no report about their existence in eukaryotic microalgae. 

Ch/amydomonas reinhardtii is a eukaryotic microalga that has been widely used as a 

model in physiological and biochemical studies for over sixty years. More recently, C. 

reinhardtii has been proposed as a bioreactor for the production of recombinant proteins of 

commercial interest, including phytases, as this microalga has shown great potential for 

this purpose. However, the study of phosphatases is still very limited in microalgae, and to 

date no phosphatase with or without phytase activity have been characterized in C. 

reinhardtii. 

Therefore, the purpose of this study was the identification and molec.ular characterization 

of phytase homologous genes in C. reinhardtii. To achieve this goal, an in silico analysis 

was performed in the genome sequence of C. reinhardtii, searching for sequences 

homologous to a representative gene of each of the four phytase classes. As a result, five 

homologous genes (CrPAP1 to CrPAP5) to PAP phytases and one homologous gene 

(CrPAP6) to PAP phosphatase were found . The characteristic signature of PAP was found 

in the aminoacidic sequences of CrPAP1 to CrPAP6. Additionally, the biochemical 

characteristics (molecular weight and isoelectric point) were predicted for all the CrPAPs. 
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Furthermore, since the phosphatases found in this study are homologous to a plant 

phytase, the phylogenetic relationship 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 CrPAP1 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 animals. 
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El fósforo inorgánico (Pi) es un nutrimento esencial para los organismos vivos, por lo que 

su baja disponibilidad en el ambiente es una limitante para el desarrollo y el crecimiento 

de estos organismos. En consecuencia, organismos como bacterias, hongos y plantas 

han evolucionado generando mecanismos reguladores que les permiten adaptarse a 

condiciones limitantes de fósforo (P) con la finalidad de optimizar su obtención y 

asimilación (Nilsson et al., 201 O) . Entre las adaptaciones que presentan las plantas, se 

encuentra la producción de enzimas como las fosfatasas, que son capaces de reciclar P 

mediante la hidrólisis de fuentes intracelulares de P orgánico como son los polifosfatos, 

ácidos nucleicos, fosfolípidos y algunos metabolitos, o de fuentes extracelulares como el 

fitato (IPs) y sus derivados (Piaxton y Tran, 201 O; lrhimovitch y Yehudai-Resheff, 2008). 

Un grupo de fosfatasas que ha ganado importancia a nivel comercial es el de las fitasas, 

la cuales son capaces de hidrolizar eiiP6 , que es la principal forma de almacenamiento de 

P en las semillas de las plantas. Estas enzimas han sido encontradas en una gran 

variedad de organismos, desde bacterias, hongos, plantas y algunos tejidos de animales. 

Sin embargo, los animales de granja monogástricos carecen de enzimas eficientes para 

asimilar eiiPs contenido en las semillas que se les proporciona como alimento, por lo que 

tradicionalmente se les ha proporcionado Pi de origen mineral dentro las mezclas 

alimenticias. En tiempos recientes, las fitasas son utilizadas como aditivo alimenticio para 

estos animales con la finalidad de mejorar la asimilación de P proveniente del IP6, 

propiciando un mejor desarrollo de los animales (mayor talla y peso en el mismo período 

de tiempo) y una menor excreta de P al ambiente. Con ello, se evita la eutrofización de los 

cuerpos de agua cercanos a los sitios de producción (Yao et al., 2012). Existen cuatro 

clases de fitasas: fosfatasas ácidas de histidina (HAP), fitasas 13-propela, fosfatasas 

ácidas púrpura (PAP) y las proteínas fosfatasas de tirosina (PTP) (Puhl et al., 2007; 

Mullaney y Ullah, 2003). En la actualidad la mayoría de las fitasas de uso comercial 

pertenecen a la clase HAP, son de origen fúngico y son producidas de manera 

recombinante (Yao et al., 2012; Haefner et al. , 2005; Simon e lgbasan, 2002; Zhang et al., 

2000) . Sin embargo, dada la tendencia del mercado para hacer uso de las fitasas en el 

área agrícola y pecuaria, se han comenzado a estudiar las fitasas de la clase PAP, como 

es el caso de la fitasa de Medicago truncatula (Xiao et al., 2005), la cual demostró tener 

5 



INTRODUCCIÓN 

un gran potencial para mejorar la adquisición de P en las plantas y ser usada con fines de 

fitorremediación (Xiao et al. , 2005) . 

Por su parte, Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde eucariota que ha sido 

utilizada tradicionalmente como modelo de estudio en procesos fisiológicos como la 

fotosíntesis. Recientemente, se han utilizado como biorreactor para la producción de PRs 

de interés comercial , como las fitasas, así como de otras sustancias económicamente 

importantes (Yoon et al. , 201 O; Manuell y Mayfield , 2006; Pulz et al. , 2004). Lo anterior se 

debe a que esta microalga presenta características atractivas para este fin , como por 

ejemplo su rápida multiplicación , la rápida obtención de transformantes iniciales, la 

facilidad de escalamiento, así como su capacidad de crecer fototróficamente, 

heterotróficamente o mixotróficamente, y además tanto el genoma del núcleo (número de 

accesión en el GenBank NW_001843987) como el genoma del cloroplasto (Número de 

accesión 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 endógenas 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 IP6 como única 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 presentó afinidad por el IP6 

(Patni et al. , 1977; .Matagne et al., 1976; Loppes y Matagne, 1973). De encontrarse una 

fosfatasa con actividad de fitasa en C. reinhardtii, permitiría 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). 

Además, se abriría un área de investigación inexplorada las microalgas, ya que el 

conocimiento que se tiene de fosfatasas es todavía muy limitado en estos organismos. 

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar molecularmente 

secuencias homólogas a PAP en C. reinhardtii. Como parte de esta caracterización , se 

propuso el análisis de la expresión de los genes identificados ante la presencia de IPs 

como única fuente de P en el medio. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis 
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permitirán que se investigue en estudios posteriores si alguna de las secuencias 

estudiadas presenta actividad de fitasa , así como su función en el metabolismo del P y en 

la respuesta al estrés por déficit de P en C. reinhardtii. También , se podría evaluar su 

potencial como aditivo en la alimentación de animales de granja monogástricos. 

Por otro lado, se propuso la generación de un plásmido recombinante para la expresión 

de la fitasa phyASr de Se/enomonas ruminantium en el cloroplasto de C. reinhardtii. En la 

actualidad , la transformación del cloroplasto de C. reinhardtii, depende de una estrategia 

de co-transformación , por lo que la recuperación de clonas transformadas, es un proceso 

laborioso. El vector propuesto, permitirá agilizar el proceso de transformación al no 

requerir de otro vector para la recuperación de la clonas transformadas. 
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CAPITULO 1 

CAPÍTULO 1 

1. ANTECEDENTES 

1.1 Chlamydomonas reinhardtii 

1.1.1 Morfología 

Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde unicelular que pertenece al grupo de 

las clorofitas (Harris, 2001 ). Las células del tipo silvestre presentan una morfología ovoide 

con un diámetro aproximado de 1 O ¡Jm por 3 ¡Jm de ancho. En el extremo anterior poseen 

dos flagelos que están involucrados en proporcionarle movilidad , así como en el 

reconocimiento sexual (Figura 1.1 A) . En su interior se puede observar un cloroplasto 

único con forma de copa que ocupa aproximadamente entre el 40 y el 60% del volumen 

celular (Rochaix, 1995). Además, podemos encontrar una o varias estructuras 

denominadas pirenoides, las cuales se encargan de la fijación de dióxido de carbono 

(C02). En la periferia de la célula, se encuentra la mancha ocular, la cual es rica en 

carotenos y se cree que es la encargada de percibir y dirigir la luz hacia el foto-receptor 

verdadero de la microalga (Figura 1.1 B) (Harris, 2001 ). 

A) B) 

Flagelo Axonema 

Mitocondria Pirenoide 

Cloroplasto 

Figura 1.1 Morfología de C. reinhardtii A) Imagen de microscopio óptico (100X) . B) Estructura 

interna (Tomado de Merchant, et al. 2008) . 
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1.1.2 Fisiología 

C. reinhardtii es capaz de crecer con relativa facilidad en un medio definido, ya sea líquido 

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 además de acelerar su crecimiento , ya sea en 

presencia o ausencia de luz. 

La temperatura óptima para su crecimiento se encuentra en el rango entre los 20 y 25 °C, 

son capaces de soportar temperaturas de hasta 15 oc por debajo de su nivel óptimo, en 

tanto que solo pueden soportar 2 oc por arriba de este (Mata et al., 2010). Pueden llegar a 

duplicarse en promedio cada 6 u 8 horas. La división celular ocurre generalmente durante 

la fase oscura del foto-período, con dos o tres divisiones mitóticas consecutivas rápidas. 

En cada división , a partir de una sola célula madre se producen cuatro células hijas, las 

cuales son liberadas al mismo tiempo. El número de divisiones que se den por cada ciclo 

depende del tamaño 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+ o mt-). Cuando estas células entran en un estado de privación 

de nitrógeno, ambos mating types, se diferencian en gametos sexuales competentes. C. 

reinhardtii es capaz de asimilar nitrógeno en diversas formas; ya sea como nitrato, nitrito, 

amonio e incluso urea, en tanto que la asimilación de carbono sigue una vía muy 

complicada e incluye diversas formas de anhidrasas carbónicas. Se ha visto que la 

limitación de C02 , en presencia de luz o de acetato en oscuridad , propicia la acumulación 

de grandes cantidades de almidón . La ausencia de azufre induce la expresión de un 

sistema de transporte de alta afinidad , en tanto que la de fosfatos, induce la expresión de 

diversas fosfatasas (Harris, 2001 ). 
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1.1.3 Utilidad de C. reinhardtii como modelo de estudio 

Esta microalga tradicionalmente ha sido utilizada como modelo para estudiar procesos 

fisiológicos como la fotosíntesis, la biogénesis del cloroplasto y la función de los flagelos . 

Recientemente, el valor de este organismo se ha incrementado gracias al desarrollo de 

técnicas para llevar a cabo la transformación nuclear, del cloroplasto y de la mitocondria 

(Remacle et al., 2006; Kumar et al. , 2004; Kindle et al., 1991). En la actualidad C. 

reinhardtii está siendo evaluada como posible biorreactor para la producción de PRs, ya 

que presenta varias ventajas que la hacen muy atractiva para este fin . Entre éstas 

ventajas se encuentran: 

1. La facilidad para realizar la transformación tanto a nivel nuclear como del cloroplasto . 

2. El tiempo relativamente corto desde la transformación inicial hasta la obtención de 

grandes volúmenes de proteína para la industria. 

3. La rápida multiplicación que la hace un organismo de fácil propagación. 

4. La habilidad de crecer fototróficamente o heterotróficamente utilizando acetato como 

fuente de carbono. 

5. La capacidad de producir y secretar proteínas plegadas de manera adecuada para 

llevar a cabo su actividad biológica. 

6. La habilidad de obtener cultivos a escalas que van desde pocos mL hasta 500, 000 L 

de una manera poco costosa. 

7. Los genomas, tanto del cloroplasto como del núcleo, han sido secuenciados en su 

totalidad. 

Todas estas características, aunadas al hecho de que C. reinhardtii es considerado como 

un organismo generalmente recomendado como seguro (GRAS: Generally regarded as 

safe) (Harris, 2001 ), hacen de ella un sistema atractivo para la obtención ya sea de 

productos endógenos de alto valor agregado como enzimas técnicas, o productos 

heterólogos como las PRs (Mayfield & Schultz, 2004). 
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1.2 ENZIMAS FOSFATASAS 

El fósforo (P) es conocido por ser un nutrimento esencial en los procesos metabólicos y 

componente vital de la estructura de las biomoléculas de los seres vivos; sin embargo, la 

mayoría del P se encuentra en forma de compuestos orgánicos 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 proteínas funcionales más grandes (Luan , 1998). Las funciones de 

las fosfatasas son proveer el P durante la germinación de las semillas (Brinch-Pedersen et 

al., 2002); la movilización interna de P (Duff et al., 1991) y la liberación del P en los suelos 

en forma de esteres orgánicos mediante la exudación de enzimas en la rizosfera (Miller et 

al., 2001). Además, se sabe que son un componente muy importante de las cascadas de 

señalización 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 órganos 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 característica y a la preferencia por un sustrato. El 

primer grupo corresponde a las fosfoproteinas fosfatasas (PPP), el segundo grupo a las 

fosfoproteínas metalodependientes (PPM} , el tercero a las fosfatasas de proteínas de 

tirosina (PTP} y finalmente el cuarto a las aspartato fosfatasas (Moorhead et al. , 2009) . 

Existen fosfatasas cuya función está relacionada con la obtención de P a partir de 

substratos orgánicos y entre ellas se encuentran las conocidas como fitasas . 
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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 deiiP6, también conocido como ácido fítico [myo­

inositol (1 , 2, 3, 4 , 5, 6) hexakisfosfato] . Este compuesto es un constituyente común 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 orgánico presente en el suelo. Las plantas adquieren el P por medio de las 

raíces, y la forma preferida es la del Pi ; sin embargo, el P orgánico se encuentra presente 

en el suelo en mayor concentración (Rao et al., 2009; Tang et al., 2006). 

Se ha reportado que plantas como la soya sintetizan enzimas fosfatasas en las raíces, 

con el fin de hidrolizar el IP6 presente en el suelo y que el P liberado por esta hidrólisis 

pueda ser asimilado por la planta (Kuang et al. , 2009). Por otro lado, el IP6 puede formar 

complejos con iones de ca+2 o Mg+2
, 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. Quise! y 

colaboradores (1996) mencionaron, la observación de que C. reinhardtii era capaz de 

crecer en un medio suplementado únicamente con IP6 como fuente de P, pero a la fecha 

no se han reportado evidencias que corroboren esta observación. 

Las fitasas, como su nombre lo dice, están involucradas en hidrolizar principalmente el 

IP6 ; sin embargo, algunas fitasas son capaces de utilizar otros sustratos orgánicos 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 monogástricos 

propician una mejor asimilación de los nutrimentos presentes en los alimentos. De esta 

manera, las fitasas llevan a cabo una doble función en el campo, disminuyendo el costo 

económico para los productores al disminuir la cantidad de Pi que normalmente adicionan 

a la mezcla alimenticia y que además de caro es un recurso no renovable y por otro lado 
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protegen al medio ambiente de la contaminación que resulta de las excretas de los 

animales (ricas en P por el IP6 no asimilado) evitando así la eutrofización de los cuerpos 

de agua (Yao et al., 2012). 

1.2.2 Clasificación de las fitasas 

Las fitasas se pueden clasificar de acuerdo al pH al que actúan (ácidas, neutras ó 

alcalinas) y de acuerdo a su estructura. En esta última clasificación , se conocen cuatro 

clases principales de fitasas (Rao et al., 2009; Puhl et al. , 2007; Mullaney y Ullah 2003; Li 

et al. , 2002) . 

•!• Fosfatasas ácidas de Histidina (HAP) : son características de los hongos y bacterias 

como E. coli. Comparten la misma secuencia para el sitio activo (RHGXRXP) , un 

dipéptido catalítico y 1 O residuos de cisteína. 

•!• Fitasas ¡3-propela (BPP) : pertenecen principalmente a bacterias del género Bacillus. 

Estas enzimas tienen una arquitectura de propela formada por seis láminas y seis 

sitios de unión a ca+2 en cada molécula de proteína, por lo que la actividad 

enzimática es dependiente de ca+2
. 

•!• Fosfatasas ácidas púrpura (PAP): son características de las plantas, aunque se han 

encontrado en bacterias, hongos y animales. Se encuentran como una 

glucoproteína homodimérica, con un sitio activo de Fe(III)-Zn(ll) o Fe(III)-Mn(ll) , lo 

cual le proporciona el color púrpura característico de este tipo de enzimas. 

•!• Proteínas fosfatasas de tirosina (PTP): se les llamó así por su similitud con las 

proteínas fosfatasas de tirosina (PTP) , ya que contienen en su secuencia 

aminoacídica la firma característica de las PTP (HCEAGVGR). La primera fitasa de 

clase PTP fue aislada a partir de la bacteria anaeróbica ruminal Selenomonas 

ruminiantum. Se les ha dado también el nombre de fitasas de cisteína, ya que su 

sitio activo se encuentra cercano a un residuo de cisteína conservado que forma 

una horquilla, que funciona como sitio de unión al P (P-Ioop) (Huang et al. , 2011 ; 

Chu et al., 2004). 
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En la Figura 1.2 se pueden observar las conformaciones estructurales de las enzimas 

antes mencionadas. 

A) B) 

C) D) 

Figura 1.2 Modelos moleculares generados por computadora del sitio web del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI) (www.ncbi .nlm .-nih .gov) de las cuatro clases representativas de 

fosfatasas. A) 11HP, PhyA, Fosfatasa ácida de histidina (HAP) . B) 1 H6L, Ts-Phy, fitasa de ~­

propela ; (C) 1 KBP, KSPAP fosfatasa de ácido purpúrico (Mullaney y Ullah, 2003). D) Estructura 

tridimensional de la fitasa (PhyA) expresada por Selenomonas ruminantium (Tomado de Puhl et al., 

2007). 

1.2.3 Aplicación industrial de las fitasas 

La cantidad de P contenido en los granos de cereal y de oleaginosas, debería ser 

suficiente para satisfacer los requerimientos para el crecimiento óptimo de los animales, 

esto es, si todo el P del IP6 estuviera disponible para su consumo. En el caso de los 

animales monogástricos como las aves, los cerdos y los peces, apenas pueden utilizar el 

IP6 como fuente de P, debido a que tienen poca o nula actividad de fitasa en sus tractos 

digestivos. Este hecho provoca dos situaciones: 1) la necesidad de suplementar las 
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mezclas alimenticias con Pi para lograr un crecimiento óptimo de los animales, y 2) que 

los desechos producidos por estos animales contengan altos niveles de IP6, lo que 

contribuye de manera significativa a la contaminación de los cuerpos de agua, 

provocando la eutrofización de los ambientes acuáticos y en consecuencia la 

sobrepoblación de algas, lo que a su vez podría causar problemas ambientales, así como 

afectar a la industria acuícola (Rao et al. , 2009; Chen et al. , 2008). Una solución a la 

problemática antes mencionada es la producción de fitasas con características adecuadas 

para ser adicionadas a las mezclas alimenticias, es decir, que sean capaces de actuar a 

pH ácidos y con alta afinidad por su sustrato. 

Otra aplicación de las fitasas es en la nutrición humana, ya que en los países en 

desarrollo, la desnutrición 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 adición de suplementos y en este sentido las fitasas podrían 

jugar un rol muy importante, aliviando la necesidad de minerales en la dieta de la 

población de los países en desarrollo (Rao et al., 2009). 

La primera fitasa en entrar al mercado de la alimentación 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 comercialmente. 

Nombre comercial Origen Organismo productor 

Natuphos Aspergillus ficum Aspergil/us niger 

Finase Escherichia coli Trichoderma reesei 

Quantum E. coli Pichia pastoris 

Biofeed Peniophora lycii Aspergillus oryzae 

Phyzyme E. coli Schizosacharomyces pombe 

Optiphos E. coli P. Pastoris 

Ronozyme P. lycii Aspergil/us oryzae 
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CAPITULO 1 

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 dicotiledóneas, 

como tabaco (Zhang et al. , 2005}, Arabidopsis (Xiao et al. , 2005}, alfalfa (UIIah 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. , 2001a; Golovan et al., 2001b) . 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 producción de la fitasa appA de 

Escherichia coli en el cloroplasto de C. reinhardtii, con un rendimiento de 1 O U de fitasa 

por gramo de materia seca. Este rendimiento es considerado bajo, cuando se compara 

con su contraparte endógena, la cual produce de 811 ,000 a 1,800,000 U de fitasa por 

gramo. La diferencia en el rendimiento proteico podría deberse a que la proteína original 

cuenta con un péptido señal al periplasma que podría estar involucrado en proporcionar 

estabilidad a la proteína. 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= Proteína soluble total ; U= Unidades enzimáticas. 

Fuente de Organismo Rendimiento Referencia 

la fitasa heterólogo 

E.coli Cerdo 2-5 Ulml Gol ovan et al. , 2001 a 

E.co/i Ratón Gol ovan et al. , 2001 b 

S. ruminantium Semillas de Arroz 0.5 % PST Hong et al. , 2004 

Aspergi/lus Semillas de Canola 1.0 PST% Peng et al., 2006 

Citrobacter braaki Pichia pastoris 3.2 mglml Huang et al., 2006 

E.coli Chlamydomonas reinhardtii 10 Ulmg Yoon et al. , 2011 , 
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1.2.5 Fitasa de Selenomonas ruminantium 

Una fitasa que presenta características interesantes para ser expresada de forma 

heteróloga es la fitasa de S. rumínantíum. Esta fitasa , como se mencionó anteriormente, 

pertenece a la clase de proteínas fosfatasas de tirosina (PTP), ya que contiene en su sitio 

activo la secuencia característica de este tipo de enzimas (HCX5RS/T) y además su 

estructura y mecanismo de hidrólisis es similar a las PTP (Puhl et al., 2007 Chu et al. , 

2004;). 

Al ser caracterizada bioquímicamente, se observó que esta enzima tiene actividad en un 

rango de pH que va de 4.0 a 6.0, a una temperatura de 37 oc en la cepa silvestre de S. 

rumínantíum (Cheng et al. , 1999). Su peso molecular es de aproximadamente 39 KDa y 

su punto isoeléctrico (pi) calculado es de 8.54 . Los parámetros cinéticos de esta enzima 

fueron determinados por Puhl y colaboradores (2007), como se presenta en el Cuadro 

1.3. 

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

~------kc_a_t_(s_·1_) __________ K_m __ (_~M __ ) _______ k_c_au~K~m~(~~M~· 1 t_s_., ) __ 
phyAs 264 ± 19 425 ± 28 621 ± 61 

Esta enzima ha sido sobre expresada de manera recombinante en semillas de arroz, 

observándose actividad en un rango de pH que va de 3.0 a 5.5 con dos picos de actividad 

óptima en 3.0 y 5.0. La temperatura óptima en este caso fue de 60 oc (Hong et al. , 2004). 

Estas características la hacen muy atractiva para ser utilizada en aplicaciones 

industriales, como la alimentación animal de los animales monogástricos, en los cuales el 

pH de sus estómago se encuentra entre 2.0 y 3.0, en tanto que el pH de su intestino 

delgado está entre 4 .0 y 7.0 (Cheng et al. , 1999). Otras enzimas utilizadas comúnmente 

en la alimentación animal presentan actividad en un rango muy restringido de pH , por lo 

que su actividad se restringe a una zona en específico del aparato digestivo. Aunque 

parámetros de pH y temperatura mencionados anteriormente la hacen atractiva para su 

uso en la alimentación animal , el rendimiento obtenido tan solo fue del 0.5 % de proteína 

soluble total (PST), el cual no cumple con el 1 % necesario para que una PR sea viable 

para su comercialización (Kusnadi et al., 1997). Por esta razón , es importante analizar 
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otros sistemas de expresión como es el caso de C. reinhardtii para tratar de alcanzar el 

porcentaje de proteína necesario para su comercialización. 

1.3 PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Una PR o proteína heteróloga es aquella proteína cuya síntesis se realiza en un 

organismo distinto al de su origen nativo, o a aquella propia del organismo, pero que se 

encuentra bajo la regulación de un promotor diferente al original. Estas proteínas 

presentan la ventaja de que pueden ser producidas en grandes cantidades, en 

comparación con las proteínas que son producidas de manera natural. 

Actualmente, se ofrecen en el mercado internacional una gran cantidad de PR con 

aplicaciones diversas (Walsh & Headon, 1995) como el interferón humano a, obtenido a 

partir de E. coli (Daniel! et al. , 2005b) que es empleado en el área de la salud como agente 

antitumoral; la tripsina obtenida del maíz (Horn et al., 2004, que es empleada en el área 

de la investigación científica como enzima proteolítica; las a-amilasas obtenidas a partir 

de Nicotiana benthamina (Biesgen et al., 2002), que son empleadas en el área industrial 

para el procesamiento de alcohol o las fitasas en el área de la alimentación animal (Rao et 

al., 2009). 

La comercialización de PR, es liderada por la venta de medicamentos de origen biológico 

(hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos, enzimas) empleadas en el tratamiento 

de diversas enfermedades. En el año 2006, estas proteínas generaron ventas por 

aproximadamente 40 mil millones de dólares en los Estados Unidos (Aggarwall , 2008) y 

se esperaba que para finales de 201 O las ventas de esta clase de productos hayan 

alcanzado los 53 mil millones de dólares (Pavlou 2004). En la Figura 1.3 se muestra la 

tasa de crecimiento anual. 
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Figura 1.3 Ventas totales en el mercado de medicamentos biológicos en Estados Unidos (2002-

2006) (Aggarwall , 2008) . 

El primer lugar en ventas le corresponden a los anticuerpos monoclonales, el segundo 

lugar a los factores de crecimiento y el tercer lugar lo ocupan las hormonas (Aggarwal 

2008). Lo anterior se observa en la Figura 1.4. 

• Anticuerpos monoclonales 

Factores de crecimiento 

• Hormonas 

Proteínas de fusión 

Citocininas 

Vacunas recombinantes 

• Factores sanguíneos 

• Enzimas terapéuticas 

Anticoagulantes 

Ácidos nucleícos 

Figura 1.4 Niveles de venta de medicamentos de origen biológico en los Estados Unidos 

(Aggarwall , 2008) . 
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Las enzimas industriales son otro grupo de PR y permiten un mejor aprovechamiento de 

la materia cruda que se procesa para obtener un determinado compuesto. Estas enzimas 

se pueden dividir en cuatro categorías: enzimas detergentes, enzimas técnicas, enzimas 

alimentarias, y enzimas para alimentación animal. (http://www.prnewswire.com/news­

releases/reportlinker-adds-global-industrial-enzymes-market-an-analysis-1 08979419.html) 

NEW YORK, Nov. 18, 201 O /PRNewswire/. Reportlinker.com announces that a new 

market research report is available in its catalogue: 

El mercado global de las enzimas industriales se ha incrementado de 2.2 mil millones de 

dólares en el 2006 a aproximadamente 2.3 mil millones de dólares al final del 2007 y para 

el 201 O, las ventas de este tipo de enzimas se estimaron en 3.3 mil millones de dólares, 

superando en 600 millones de dólares el estimado para el año 2012, que era de 2.7 mil 

millones de dólares. Para el año 2015, se estima que este tipo de enzimas, alcance los 

4.4 mil millones de dólares. El mayor incremento se espera en el sector de las enzimas 

utilizadas en la alimentación animal , con una tasa de crecimiento del 6 % entre los años 

2007 y 2012. Dicho incremento será impulsado principalmente por la venta de fitasas, que 

son utilizadas para propiciar la digestión del fitato en lo animales monogástricos (Report 

Code: BI0030E, Published: January 2008, Report Code: BI0030F Published: January 

2011). 

En el Cuadro 1.4 se pueden ver las ganancias estimadas para el mercado global de las 

enzimas industriales. 

Cuadro 1.4 Ganancias estimadas por año de la venta global de enzimas industriales (BCC 

research 2008). MMD: Miles de Millones de Dólares. 

Tipo de enzimas 2005 (MMD) 2006 (MMD) 2007 (MMD) 2012 (MMD) 

Técnicas 1,075 1,105 1,140 1,355 

Alimentarias 775 800 830 1,010 

Alimentación 
240 260 280 375 

animal 

Total 2090 2,165 2,250 2,740 
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1.4 BIORREACTORES PARA LA PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS 

RECOMBINANTES 

La tecnología del ADN recombinante ha permitido modificar genéticamente diferentes 

clases de organismos que actúan como reactores biológicos para la producción de PR 

con aplicaciones terapéuticas o industriales. Para ello, se hace uso de varios sistemas de 

expresión disponibles comercialmente o de aquellos desarrollados con fines de 

investigación. También , se pueden diseñar según las necesidades específicas de cada 

proteína y para ello se debe tener en cuenta parámetros como el origen biológ ico, las 

propiedades químicas y biológicas de proteínas así como la aplicación final y el 

bioproceso (Guerrero-Oiazarán et al., 2004). El sistema de expresión ideal es aquel que 

ofrece la producción de material biológicamente activo, de una manera segura y al más 

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 mamíferos, así como líneas celulares derivadas de 

estos mismos organismos. Cada uno de estos sistemas ofrece diferentes ventajas en 

términos de rendimiento proteico, facilidad de manipulación , así como costos de 

producción . En el Cuadro 1.5 se realiza la comparación de las características que ofrecen 

algunos de ellos. 

1.5 PLANTAS COMO BIORREACTORES PARA LA PRODUCCIÓN DE 

PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

La tecnología del ADN recombinante ha hecho factible la modificación del genoma vegetal 

con la adición o reemplazo de genes específicos y secuencias reguladoras de ADN , para 

la producción de PR (Boehm, 2006) , ya sea de interés farmacéutico o industrial. Ejemplo 

de ello es la producción de endoglucanasas o xilanasas en el cloroplasto de tabaco 

(Verma et al. , 2010) 
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Cuadro 1.5 Comparación de los sistemas de producción de PR disponibles actualmente (Walker et 

al., 2005; Gomord et al. , 2004; Ma et al., 2003). 

Bacterias 

Levaduras 

Células de 

Insectos 

Células de 

Mamíferos 

Animales 

Células de 

Plantas 

Plantas 

Microalgas 

unicelulares 

Producción 

Costo Tiempo 

Bajo Corto 

Medio Medio 

Alto 

Alto 

Alto 

Bajo 

Muy 

Bajo 

Muy 

Bajo 

Medio 

Largo 

Muy 

largo 

Corto 

Largo 

Corto 

Capacidad de 

escalamiento 

Alto 

Alto 

Medio 

Muy bajo 

Bajo 

Alto 

Muy alto 

Muy alto 

Calidad 

del 

producto 

Bajo 

Medio 

Alto 

Muy alto 

Muy alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Capacidad de 

glucosilación 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Núcleo: Si 

Cloroplasto: 

No 

Núcleo: Si 

Cloroplasto: 

No 

Riesgo 

de 

contaminación 

Endotoxinas 

Bajo 

Alto 

Virus-Priones 

Virus-Priones 

Bajo 

Bajo 

Bajo 

Costo 

de 

almacenamiento 

Moderado 

Moderado 

Costoso 

Costoso 

Costoso 

Poco costoso 

Poco costoso 

Poco Costoso 

Las plantas tienen un gran potencial para la producción de PR de relevancia para la 

industria actual. Entre las ventajas que presentan dichos organismos para este fin se 

encuentra la economía de los sistemas vegetales en comparación con las instalaciones 

de biorreactores para uso industrial; la disponibilidad de la tecnología de cosecha y 

procesamiento de las plantas, así como para sus productos; la capacidad de dirigir las 

proteínas hacia compartimentos donde éstas pueden ser más estables; la cantidad de 

proteína que puede ser producida, se aproxima a niveles de escala industrial y en el caso 

particular de las PR dirigidas al consumo humano, los riesgos a la salud por 

contaminación potencial con patógenos o toxinas son minimizados, por lo que usualmente 

son clasificadas como GRAS (Mayfield et al. , 2007). 
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En el Cuadro 1.6 se muestran algunos ejemplos de PR producidas en plantas. 

Cuadro 1.6 Algunas proteínas recombinantes producidas a nivel nuclear en plantas superiores. 

PST= Proteína soluble total (Modificado de Daniel! et al., 2009) 

Proteína recombinante Sistema de Nivel de Referencia 

expresión Expresión 

Factor de crecimiento de Soya 2.3% PST Ding et al., 2006 

fibroblasto básico humano 

Avidina Maíz 20% PST Hood et a/.,1997 

Tripsina Maíz Horn et al., 2004 

Proteína de la seda de araña Tabaco 2% PST Scheller et al., 2001 

Papa 

Hormona del crecimiento Suspensión de 57 mgll Kim et al., 2008 

humano células de arroz 

Vacuna contra Rotavirus Tubérculo de papa 0.4% PST Li et al., 2006 

Subunidad B de la toxina del Arroz 2.1% PST Nochi et al., 2007 

cólera 

El potencial flujo génico vía polen hacia los cultivos adyacentes en la transformación a 

nivel nuclear (Franklin & Mayfield , 2004}, ha causado preocupación a nivel social acerca 

de la liberación de organismos genéticamente modificados al medio ambiente . Por esta 

razón , se han creado nuevas metodologías para la producción de PR, como la creada por 

la compañía 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 proteína recombinante , exclusivamente durante el período que tardan las 

hojas en caer (Kaiser, 2008) . Icen Genetics desarrolló la metodología conocida como 

Magnifection , en la cual se sumergen las plantas en una solución conteniendo una cepa 

de A. tumefaciens modificada con el gen de interés, y aplicando vacío en un área de 

contención total (Gleba et al., 2005). Esta metodología ha demostrado ser sumamente 

efectiva para la producción de PR, por lo que fue adquirida por la compañía Bayer en el 

año de 2006. 

La transplastómica es otra herramienta que permite la contención del transgen para evitar 

el flujo génico. Esta metodología fue desarrollada por Boynton y colaboradores (1988) 
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usando a C. reinhardtii como modelo de estudio; sin embargo, no fue sino hasta 1990 

cuando Svab y colaboradores propusieron el término transplastómica, refiriéndose a las 

líneas de plantas que tienen un plastoma transgénico. Entre las ventajas que presenta 

esta herramienta sobre la transformación nuclear se encuentra que ofrecen cierto grado 

de contención a los genes expresados en el cloroplasto, debido a su estricta herencia 

materna. Algunas ventajas adicionales de la transplastómica son el elevado número de 

ploidías del genoma del plástido (plastoma), que permite altos niveles de expresión 

debido a que éste es un organelo poliploide. Además, la integración del transgen en el 

plastoma ocurre vía recombinación homóloga, minimizando los efectos de inserción del 

transgen en zonas desconocidas del genoma, o la interrupción de algún gen vital para el 

ciclo de vida de la planta causado por el transposicionamiento (Zidenga, 2007). 

A pesar de todas las ventajas mencionadas anteriormente, también presentan algunas 

desventajas, como el ya mencionado flujo génico vía polen hacia los cultivos adyacentes, 

al realizar la transformación a nivel nuclear y el largo tiempo necesario desde el momento 

de la transformación inicial hasta el momento de tener cantidades suficientes de proteína 

para ser usada (Franklin & Mayfield, 2004). 

1.6 PROTEÍNAS RECOMBINANTES EN PLÁSTIDOS 

A pesar de que la transformación genética en los cloroplastos se logró hace ya casi dos 

décadas, muchos investigadores se enfocaron a la tarea de silenciar genes para 

posteriormente estudiar el mecanismo de expresión de los plástidos in vivo; sin embargo, 

muy pocos pensaron desde el punto de vista de la aplicación biotecnológica (Bock, 2007). 

El primer avance en este sentido ocurrió cuando se logró expresar el gen CryiA que 

confiere resistencia a insectos en tabaco. Previamente, dicho gen, se había tratado de 

expresar en el núcleo con resultados muy poco alentadores, lo cual llevó a introducirlo en 

el genoma del cloroplasto logrando acumular grandes cantidades de proteína (McBride et 

al., 1995). Algunas proteínas que se han expresado en plástidos confieren resistencia a 

herbicidas o al ataque de insectos. Por otro lado, también se han producido biofármacos, 

como la vacunas del tétanos y del ántrax (Bock, 2007), interferones, IGF-1 y péptidos 

antimicrobianos (Daniell et al., 2005). En el Cuadro 1.7 se muestran ejemplos de algunas 

PR producidas en el cloroplasto de algunas plantas. 
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Cuadro 1.7 Algunas proteínas recombinantes producidas en el cloroplasto de plantas superiores. 

Proteína recombinante Sistema de Nivel de Referencia 

Expresión Expresión 

Toxina cryiAc Tabaco 5% PST McBride et al. , 1995 

Xilanasa Tabaco Verma et al., 2010 

Toxina B del cólera Lechuga 9.4% PST Davoodi-Semiromi et al. , 2009 

Antígeno protector contra Tabaco 14.2% PST Koya et al., 2005 

el ántrax 

Toxina del tétanos Tabaco 7.0% PST Tregoning et al., 2005 

Antibiótico proteico Tabaco >70% PST Oey et al., 2009 

contra Streptococcus 

PST= Proteína soluble total 

1.7 MICROALGAS COMO BIORREACTORES PARA LA PRODUCCIÓN DE 

PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Las algas verdes han sido utilizadas desde principios del siglo XX como modelo para 

entender los mecanismos que regulan la expresión 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 

biológica, ya que el 50 % de la fijación global de carbono se debe a ellas (Field et al., 

1998). Estos organismos han sido explotados para obtener diversos compuestos de 

interés biotecnológico (Apt y Brekens, 1999), entre los que se encuentran pigmentos 

como el 13-caroteno (Borowitzka et al., 1999) y ácidos 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 potencial abre todo un abanico de 

posibilidades para el incremento en la producción de los compuestos con aplicaciones 

biotecnológicas (León-Bañares et al., 2004), como en el caso de los biocombustibles 

(Dunahay, 1996), la biorremediación (Cai et al. , 1999), así como la producción de 

sustancias bioactivas de uso farmacéutico (Sun et al., 2003). Por otro lado, las microalgas 

pueden ser utilizadas como hospederos de genes específicos que codifican para 
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proteínas de origen animal , como hormonas y anticuerpos, que no se producen de 

manera eficiente en levaduras y esto traería como ventaja la producción de proteínas de 

alta calidad. 

Una de la microalgas que más ha llamado la atención es C. reinhardtíi, también nombrada 

por Rochaix (1995) como la levadura verde debido a su rápida multiplicación , así como su 

fácil manipulación para mantener en cultivos de laboratorio. 

1.8 C. reinhardtii COMO BIORREACTOR PARA LA PRODUCCIÓN DE 

PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Las ventajas mencionadas anteriormente de C. reinhardtii han hecho que en tiempos 

recientes haya ganado importancia en el área de la producción de PR, y sea considerada 

como un sistema adecuado para la producción de éstas. En este sentido se han hecho 

intentos para producir PR, tanto a nivel nuclear como del cloroplasto. En los subsiguentes 

apartados se hace una breve descripción de la producción de PR en C. reinhardtii. 

1.8.1 Expresión de proteínas recombinantes en el núcleo de C. reinhardtii. 

La expresión de PRs en el núcleo de C. reinhardtii ha sido explorada en diferentes 

reportes; sin embargo, a pesar de contar con una gran variedad de herramientas para 

lograr la transformación de manera eficiente, aún no se ha logrado la expresión del 

transgen a niveles razonables, y en consecuencia no se ha logrado una adecuada 

producción de PR (Schroda et al., 2000). Las razones moleculares de este hecho, no son 

bien entendidas hasta la fecha, aunque se cree que pudiera ser causado por un 

mecanismo epigenético de supresión no convencional o por una compactación 

excepcional de la estructura de la cromatina, la cual no permite la transcripción activa de 

los transgenes (Neupert et al. , 2009). 

La selección de secuencias reguladoras de la expresión génica (promotores, secuencias 

potenciadoras, elementos cis-reguladores) es uno de los pasos más importantes para 

poder llevar a cabo la producción de una PR. 
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Los promotores que han sido empleados para llevar a cabo la transformación de C. 

reinhardtii a nivel nuclear se pueden dividir en dos clases, la primera clase son 

considerados como de tipo constitutivo y son el promotor RBCS2, el promotor en tandem 

HSP70A-RBCS2, así como el promotor PSAD. La segunda clase de promotores 

corresponde a los de tipo inducible, y entre ellos encontramos, el promotor NIT1 , que es 

capaz de ser inducido por medio de la privación de amonio, el promotor CA 1 es inducido 

por las bajas concentraciones de C02, y el promotor CYC6, el cual es inducido por la 

disminución en las concentraciones de cobre en el medio, así como por la adición de 

níquel o cobalto (Ferrante et al., 2008) . En el Cuadro 1.8 se muestran algunos ejemplos 

de PR producidas en el núcleo de C. reinhardtii. 

Cuadro 1.8 Proteínas recombinantes y los rendimientos proteicos obtenidos en el núcleo de 

Chlamydomonas reinhardtii. 

P+5'UTR Proteína 3'UTR Rendimiento Referencia 

Par4 Xyn1 rbcs2 0.25% PST Rasala et al., 2012 

Hsp70AirbcS2 crEpo rbcs2 0.03% PST Eichler-Stahlberg et al., 2009 

rbcS2 a a dA rbcS2 -------------- Cerutti et al., 1997 

Hsp70AirbcS2 gluc rbcS2 10mg L-1 Lauersen et al. , 2012 

PST= Proteína soluble total ; P= PromotorM; UTR= Región no traducible 

1.8.2 Expresión de proteínas recombinantes en el cloroplasto de C. 

reinhardtii 

Al igual que en el caso del núcleo, las PR han sido producidas en el cloroplasto de esta 

microalga y se ha demostrado que la acumulación de proteínas en el cloroplasto es 

afectada por diversos factores, tales como la tasa de transcripción, el procesamiento del 

ARN, la estabilidad de los mensajeros, la traducción y la conversión de la proteína. En 

este sentido, la regulación de la traducción ha sido identificada como el paso limitante en 

el ajuste para la acumulación de proteínas en el cloroplasto, en respuesta a cambios del 

desarrollo y ambientales (Barnes et al., 2005) . 

28 



CAPÍTULO 1 

Coragliotti y colaboradores (2011) encontraron que la acumulación de ARNm ocurría a 

niveles similares que las de su contraparte endógena; sin embargo, durante el proceso de 

traducción, no se obtenía la cantidad de proteína esperada. Estos autores concluyeron 

que la traducción de la proteínas es el factor limitante para la producción de PR en el 

cloroplasto de C. reinhardtii y que dependiendo de la PR que se desee producir será el 

rendimiento proteico que se obtenga. 

Barnes y colaboradores (2005) encontraron mediante la fusión del gen reportero gfp, en 

combinación con las regiones P+5'UTR y 3'UTR de diferentes genes del cloroplasto, que 

la expresión de genes del cloroplasto es regulada post-transcripcionalmente y que es 

influenciada por una variedad de elementos presentes en las regiones 5'UTR como 3'UTR 

de los ARNm. En el Cuadro 1.9 se observan las combinaciones de la fusión de gfp con los 

UTRs del reporte de Barnes y colaboradores (2005) . 

Cuadro 1.9 Acumulación relativa del ARN de gfp y la proteína GFP en líneas transgénicas. Los 

números representan los porcentajes de los niveles más altos de acumulación de ARN y de 

proteína con relación a psbD!gfplpsbA y atpA!gfp/psbA , respectivamente (Tomado de Barnes et al., 

2005) . 

Construcción Acumulación relativa de Acumulación relativa de 

ARN (%) Proteína (%) 

atpA-gfp-atpA 53±3 77±5 

atpA-gfp-rbcL 72±3 65±3 

atpA-gfp-psbA 94±5 100 

rbcL -gfp-rbcL 51±2 14±7 

rbcL -gfp-psbA 11±1 18±1 

rbcL-gfp-tRNA 2±1 5±1 

psbA-gfp-psbA 27±2 10±5 

psbA-gfp-rbcL 9±2 o 
psbD-gfp-psbA 100 72±7 

16S-gfp-rbcL 71±5 o 
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Estos autores proponen que las mejores combinaciones fueron las que incluían el 

P+5'UTR del gen atpA con el 3'UTR del gen psbA y el P+5'UTR del gen psbD y el 3'UTR 

del gen psbA. 

En el Cuadro 1.1 O se pueden observar algunos de los rendimientos proteicos obtenidos , 

así como las regiones reguladoras empleadas en el cloroplasto de C. reinhardtii como 

sistema de expresión de PR. 

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

C. reinhardtii. 

P+S'UTR Proteína 3'UTR Aplicación Rendimiento Referencia 

PST (%) 

atpA HSV8-Isc rbcL anticuerpo 0.5 Mayfield et al., 2003 

monoclonal 

psbD* M-SAA psbA T erapeútico 5 Manuel et al. , 2007 

atpA CSFV rbcL Vacuna oral 2 He et al., 2007 

rbcL hGAD-65 rbcL T erapeútico 0.25-0 .3 Wang et al., 2008 

psbA* 14NF3 psbA Terapeútico 3 Rasala et al., 2010 

rbcL CTB-02 rbcL Vacuna oral 0.7 Dressen et al., 201 O 

psaA-exon1 AcrV rbcL Vacuna 0.8 Michelet et al., 2011 

PST= Proteína soluble total. * Sustitución del gen psbA endógeno. 
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1.9 JUSTIFICACIÓN 

El estudio de fosfatasas en general, y de fitasas en particular, es muy limitado en C. 

reinhardtii, sin embargo, la relevancia biotecnológica de las enzimas fitasas como 

complemento nutrimental en la industria avícola, porcícola y piscícola, para aumentar el 

aprovechamiento del P en los granos y harinas que se usan como alimento en esta 

industria se ha incrementado recientemente. Debido a que las microalgas verdes y sus 

productos ya se utilizan como suplementos alimenticios, es relevante conocer si una 

microalga verde como C. reinhardtii produce alguna fitasa endógena que pudiera ser 

utilizada también con propósitos de nutrición animal. Por otra parte, como bien se sabe, C. 

reinhardtii presenta ventajas que la hacen atractiva como biorreactor para la producción 

de PR. En la actualidad existen ejemplos de la producción PR en el cloroplasto de C. 

reinhardtii, donde la mayoría son de interés médico, pero hay muy pocos ejemplos de 

proteínas técnicas destinadas a la industria agropecuaria. Dada la relevancia de las 

fitasas para esta industria, la producción de una fitasa en el cloroplasto de C. reinhardtii 

podría ser una buena alternativa para su uso como aditivo alimenticio. Por lo tanto, en 

este trabajo se propuso la identificación y la caracterización molecular de genes nucleares 

homólogos a fosfatasas de tipo fitasa en esta microalga así como la obtención de un 

plásmido de transformación que contenga una construcción de expresión con el gen de 

una fitasa PTP de la bacteria S. ruminiantum que posteriormente pueda ser utilizado para 

la transformación de C. reinhardtii y la producción de dicha fitasa en el cloroplasto de esta 

microalga. 

31 



CAPÍTULO 1 

1.1 O HIPÓTESIS 

C. reinhardtii presenta en su genoma secuencias homólogas a fosfatasas ácidas púrpura, 

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 homólogas a fosfatasas ácidas 

púrpura en C. reinhardtii, así como generar un plásmido que permita la transformación del 

cloroplasto con el gen de phyA de Selenomonas ruminantium. 

1.11.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

32 

1. Identificar y caracterizar in silico secuencias homólogas a fosfatasas ácidas 

púrpura (CrPAP) en el genoma de C. reinhardtii. 

2. Evaluar el efecto del IP6 como única fuente de P en los parámetros de cultivo y 

perfil de proteínas de C. reinhardtii. 

3. Evaluar el efecto del IP6 como única fuente de P en la expresión de los genes 

CrPAP identificados en C. reinhardtii. 

4. Generar un plásmido recombinante para la transformación del cloroplasto de C. 

reinhardtii que contenga una construcción con el gen phyA que codifica para la 

fitasa PTP de S. ruminantium. 
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1.12 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia general de este trabajo se resume en la Figura 1.5. 

Identificación de secuencias 
homólogas a fosfatasas de la clase 
PAP con actividad de fitasa en el 
genoma de C. reinhardtii 

1 
filogenética de las secuencias 

encontradas con PAP de plantas y 

animales. 

Identificación del dominio y los 
motivos caracteristicos de las PAP 

en las secuencias encontradas 

1 
Predicción de péptido señal así 
como de la posible localización 

celular de la proteína 

Figura 1.5 Estrategia experimental. 

Diseño de oli¡¡onucleótidos 
espedficos que permitan la 
amplificación de un 
fragmento de los genes CrPAP 

Cultivo de C. reínhardtii en los 
tratamientos TAP, TAP+IP._ 

TA+IP6 yTA 

~ 
Determinación de la 

concentración celular bajo los 
cuatro tratamientos de cultivo 

Análisis de expresión de los 
genes CrPAP bajo los los 

tratamientos TAP, TAP+IP., 
TA+IP, 

Ensamblaje In si/leo y slntesis 
de las construcciónes cphySr 
(atpA/phyASr/rbcL) y aadA 

(rbcl/aadA/rbcL) 

Oonación de la región de 
recombinación homóloga 2 en 

el vector pUC18 (pRH2) 

Oonación de la región de 
recombinaclón homóloga 1 en 

el YliCt« pJlH2 tpRtl~} 

Oonaclón de la construcción 
aadA en el vector pRH12 

(pRH12A) 

Oonac;iót\ de la construcción 
c¡thySr en el vecter pRH12A 

(QtbPhy) 

Los resultados correspondientes al sombreado amarillo se reportan en el capítulo 11 , los 

del sombreado en color verde se reportan en el capítulo 111 y los del sombreado en color 

azul , se reportan en el capítulo IV. 
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CAPÍTULO 11 

2. CARACTERIZACIÓN in silico DE SECUENCIAS HOMÓLOGAS A 

FOSFATASAS ÁCIDAS PÚRPURA (PAP) EN EL GENOMA DE C. reinhardtii 

Parte de los resultados de este capítulo fueron publicados en: Rivera-Solís, R., S. Peraza­

Echeverria , l. Echevarría-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). 

2.1 INTRODUCCIÓN 

El fósforo (P) es un nutrimento esencial en los procesos metabólicos y componente vital 

de la estructura de las biomoléculas tanto en organismos terrestres como acuáticos. Sin 

embargo, la mayoría del P se encuentra en forma de compuestos orgánicos y solo puede 

ser asimilado por estos organismos después de haber sido hidrolizados en fosfato 

inorgánico (ortofosfato, Pi) por medio de fosfatasas (Yadav y Tarafdar 2001 ; Tarafdar y 

Jugk 1987). El fitato (myo-inositol hexakisfosfato; IP6), es la principal forma de 

almacenamiento de P en los granos de cereales y leguminosas representando entre el 60 

y el 90% del P contenido en las plantas (Rao et al., 2009) y en la mayoría de los suelos es 

el componente principal del P orgánico contenido en ellos (Turner et al., 2002). 

Las fitasas (myo-inositol hexakisfosfato fosfohidrolasa; EC 3.1.3.8, EC 3.1.3.72 y EC 

3.1.3.26) son enzimas hidrolíticas que catalizan la ruptura de los enlaces fosfomonoester 

en el IP6 para liberar Pi (Mullaney y Ullah 2003), y han sido encontradas en 

microorganismos, plantas y animales (Konietzny y Greiner 2002) . Las fitasas de algunos 

microorganismos son empleadas en la actualidad como suplementos alimenticios para 

animales monogástricos (cerdos y aves), ya que éstos presentan poca o nula actividad de 

fitasa para digerir el IP6 contenido en los granos utilizados para su alimentación. Esta 

práctica no solo permite tener una mayor cantidad de P disponible para el consumo de los 

animales, sino que además disminuye la excreta deiiP6 hacia el medio ambiente (Dionisia 

et al., 2011 , Cheng et al., 1999). lnteresantemente, algunas fitasas son capaces de utilizar 

substratos diferentes para liberar Pi , incluyendo glucosa-6-fosfato, ATP y fenil-fosfato 

(Rao et al. , 2009) . 
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De acuerdo a su estructura molecular, las fitasas pueden ser clasificadas en cuatro 

clases: 1) Fosfatasas ácidas de histidina (HAP) , 2) Fitasas ~-propela (BPP) 3) Fosfatasas 

de tirosina (PTP) y 4) fosfatasas ácidas púrpura (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 ácidas (Yao et 

al. , 2011 ). Únicamente las fitasas clase HAP y PAP han sido reportadas en plantas 

(Dionisia 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 adquisición de P (Lung et al., 2008) , en la generación de especies 

reactivas de oxígeno (Liao et al. , 2003), en el desarrollo floral (Zhu et al. , 2005) y en la 

biosíntesis de pared celular (Kaida et al., 201 0). En el caso de los animales, se cree que 

están involucradas en el transporte de hierro (Nuttleman y Roberts, 1990) y en la 

reabsorción ósea (Ek-Rylander et al., 1994) 

Las PAPs son glucoproteínas que contienen un centro metálico binuclear compuesto por 

Fe(III)-Fe(ll) , Fe(III)-Zn(ll) o Fe(III)-Mn(ll) (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 enzimática y por su resistencia a la inhibición por tartrato (Vincent et al. , 1990). 

Los sitios de unión a los metales se encuentran en siete residuos aminoacídicos 

distribuidos dentro de cinco bloques conservados [DXG, GDXXY, GNHE/D, VXXH, GHXH] 

los cuales dan lugar a la firma característica de las PAPs (Schenk et al., 2000). 

C. reinhardtii es una microalga verde que ha sido usada como organismo modelo tanto 

para estudios fisiológicos 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 movilización del P durante la 
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limitación de este elemento (Yehudai-Resheff et al., 2007). No se han identificado y 

caracterizado genes que codifiquen para una fitasa en esta microalga ; sin embargo, se ha 

reportado la existencia de algunas fosfatasas en C. reinhardtii, incluyendo la presencia de 

fosfatasas extracelulares inducibles por la privación de P (Quisel et al., 1996; Patni et al., 

1977; Matagne et al., 1976). A pesar de lo anterior, ninguna de estas fosfatasas ha sido 

caracterizada con respecto a su composición polipeptídica, ni a sus genes. 

El objetivo de este capítulo fue identificar y caracterizar in sílico genes homólogos a 

fosfatasas de la clase PAP de plantas en el genoma de C. reinhardtii, con el fin de sentar 

las bases para el estudio de su potencial como fitasas. 

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 

2.2.1 Análisis in si/ico de genes tipo PAPen el genoma de C. reinhardtii 

En la búsqueda realizada con el programa BLASTP (Aitschul et al. , 1997) se emplearon 

como referencia secuencias proteicas de fitasas PAP de las de G. max (GenBank 

AAK49438.1), A. thatiana (GenBank AAN74650.1) N. tabacum (GenBank ABP96799 .1) y 

M. truncatula (GenBank AAX71115.1 ). Este análisis se realizó con el finde encontrar 

homólogos a esta enzima en la secuencia del genoma de C. reinhardtii versión 4.3 que se 

encuentra disponible en la base de datos Phytozome v8.0 

(http://www.phvtozome.net/search.php). 

Con la finalidad de evitar la omision de alguna secuencia de fosfatasa presente en el 

genoma de C. reinhardtii, las secuencias homólogas encontradas inicialmente en el 

genoma de C. reinhardtii, fueron usadas como nueva referencia para llevar a cabo un 

segundo rastreo de posibles fosfatasas en el genoma nuclear de C. reinhardtii. 

Adicionalmente , fueron utilizadas otras secuencias proteicas tipo PAP para llevar a cabo 

esta búsqueda. Las secuencias utilizadas fueron de G. max (GenBank: AAF19820.1, 

AAN85416.1 y AAF60316.1). 

Además, fueron seleccionadas secuencias peptídicas pertenecientes a cada una de las 

tres clases de fitasas restantes y que han sido reportados previamente en la literatura. Las 

secuencias seleccionadas fueron las siguientes: 
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•:• Fitasa clase HAP: Aspergillus niger phyA (CAA78904.1) 

•:• Fitasa clase 13-propela: Bacillus subtillis phyC (ACR78677 .1) 

•!• Fitasa clase PTP: Selenomonas ruminantium (AAQ13669.1) 

Los porcentajes de identidad entre los aminoácidos de las proteínas predichas fueron 

determinados con el programa MegAiign del paquete bioinformático Lasergene versión 

7.2 (DNASTAR, Madison, Wl) . 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.nlm.nih.gov/cdd). 

2.2.2 Alineamiento múltiple de secuencias 

Las proteínas predichas fueron alineadas con el programa ClustaiX v2.0 con los 

parámetros pre-establecidos (Larkin et al. , 2007). Los residuos aminoacídicos idénticos 

fueron sombreados en el alineamiento con color negro y las substituciones conservativas 

con color gris usando el programa en línea Boxshade 

(http://www.ch .embnet.org/software/BOX form.html). Con la finalidad de identificar la firma 

característica 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. truncatula (Mtphy) (GenBank AAX71115.1 ). 

2.2.3 Análisis filogenético 

El árbol filogenético fue construido empleando el método de "Neighbor Joining" (NJ) 

(Saitou y Nei 1987) con una corrección de tipo Poisson (Zuckerkandl y Pauling 1965) y 

empleando el algoritmo de NJ incluido en el programa bioinformático "Molecular 

Evolutionary Genetic Analysis" (MEGA) versión 5 (Tamura et al., 2011). 

Se empleó un Bootstrap de 1000 réplicas para evaluar el grado de soporte para los 

patrones de agrupamiento dentro del árbol filogenético . Para el análisis filogenético fueron 

incluidas secuencias de fitasas PAP ya caracterizadas y secuencias tipo PAP de las 

plantas usadas por Dionisia y colaboradores (2011 ). De manera adicional , la secuencia 

proteica Gmphy fue usada como referencia para llevar a cabo un análisis 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 lnstitute (JGI , 

http://genome.jgi.doe.gov/). Además, se incluyeron secuencias de proteínas PAP de 

organismos tales como Sus scrofa (GenBank P09889), Hamo sapiens (GenBank 

P13686), Mus musculus (GenBank 005117) y Ratus norvergicus (GenBank P29288). 

Para la construcción del árbol filogenético únicamente se consideró la región 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 Predicción de péptido señal 

La predicción de péptidos señal en las secuencias CrPAP se realizó con el programa 

bioinformático SignaiP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SiqnaiP/) que predice la 

existencia de péptidos señal, 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 catalítica se predijo su ubicación intracelular, empleando el 

programa TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetPI). Ambos programas fueron 

utilizados con los parámetros predeterminados. 

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

secuencias CrPAP 

La predicción de elementos de respuesta en cis de los promotores de las secuencias 

CrPAP fue realizada con el programa PLACE (Piant Cis Acting Regulatory DNA Elements) 

(http://www.dna.affrc.qo.jp/PLACE/) (Higo et al., 1999). Para ello se analizaron 1000 

bases previas al sitio de inicio de la traducción. 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 descripción de cada uno de 

los motivos, así como la literatura relacionada con dicho elemento. 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Identificación de secuencias homólogas a fosfatasas ácidas púrpuras 

(PAP) en el genoma de C. reinhardtii 

La búsqueda de secuencias clase PAP en el genoma de C. reinhardtii mediante el 

programa BLASTP se realizó empleando como referencia las secuencias de fitasas clase 

PAP mencionadas previamente en materiales y métodos. 

La búsqueda por similitud usando la secuencia proteica de la fitasa PAP Gmphy dio como 

resultado cinco secuencias homólogas, la cuales fueron nombradas como CrPAP1 , 

CrPAP2, CrPAP3, CrPAP4 y CrPAP5. En el caso de CrPAP1 fue la secuencia con el 

menor valor de E (1 .3e-77
) y CrPAP5 el valor de E más elevado (9.6e-17

) . Se obtuvo una 

secuencia más usando la secuencia PAP de G. max (GenBank AAF60316.1), con un 

valor de E de 2.4e·34
, y fue nombrada como CrPAP6. No se encontraron más secuencias 

homólogas al realizar la búsqueda con las seis secuencias CrPAP encontradas 

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

Cuadro 2.1 Secuencias homólogas tipo PAP encontradas en el genoma de C. reinhardtii. 

Locus 

Cre16.g672250 

Cre13.g578350 

Cre11.g476700 

Cre11.g468500 

Cre12.g500200 

Cre06.g259650 

Código 

CrPAP1 

CrPAP2 

CrPAP3 

CrPAP4 

CrPAP5 

CrPAP6 

Score 

287.3 

259.6 

248.8 

98 .2 

85 .1 

142.9 

E 

1.3e·11 

2.6e-69 

4.7e-66 

1.oe-20 

9.6e-17 

2.4e·34 

Similitud 

36.3% 

33.0% 

33.1% 

25.7% 

43.3% 

29.7% 

Cobertura de 

la secuencia 

83.5% 

80.4% 

80.4% 

52.4% 

17.1% 

90.3% 

Cabe señalar que la búsqueda con las secuencias de Aspergi/lus niger phyA 

(CAA78904.1) de la clase HAP, Bacillus subtillis phyC (ACR78677.1) de la clase 13-propela 

y Selenomonas ruminantium (AAQ13669.1) de la clase PTP, no arrojó resultados 

significativos, por lo tanto se consideró que no existen esta clase de secuencias en el 

genoma de C. reinhardtii. 
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Todas las secuencias CrPAP encontradas fueron analizadas con la finalidad de predecir 

sus características bioquímicas, como su peso molecular y su punto isoeléctrico (pi) . En 

este sentido el peso molecular de las seis CrPAPs estuvo entre 47.92 KDa en el caso de 

la CrPAP6 y 75.29 para la CrPAP4. Por otro lado, los puntos isoeléctricos de la mayoría 

de las CrPAPs, con excepción de CrPAP5, fueron mayor que el de Gmphy (Cuadro 2.2) . 

El porcentaje de identidad de la secuencias proteicas predichas para las CrPAPs de C. 

reinhardtii, en comparación con las fitasas de plantas denominadas Atphy, NtPhy, Mtphy y 

Gmphy estuvo entre el 26 .8% (CrPAP4 vs Gmphy) y 55.1% (CrPAP1 vs Atphy) , mientras 

que el porcentaje de identidad entre los homólogos de C. reinhardtii fue de 15.4% 

(CrPAP4 vs CrPAP5) hasta 90.2% (CrPAP2 vs CrPAP3) (Cuadro 2.3) . 

Cuadro 2.2 PAP homólogas de C. reinhardtii. Predicción del tamaño del marco de lectura abierto 

(ORF) , así como la longitud, peso molecular y punto isoeléctrico de las proteínas correspondientes. 

Gmphy: fitasa de G/ycine max. 

ORF Proteína Peso molecular Punto isoeléctrico 
Secuencia 

(pb) (a.a) (k Da) (pi) 

CrPAP1 1674 557 60.84 8.50 

CrPAP2 1899 632 69.73 6.32 

CrPAP3 1890 629 69.22 6.54 

CrPAP4 2076 691 75.29 5.85 

CrPAP5 1914 637 70.22 4.46 

CrPAP6 1308 435 47.92 6.07 

Gmphy 1644 547 62.25 5.21 

En las seis secuencias CrPAP se identificaron los siete aminoácidos que sirven de sitio de 

unión a metales dentro de los cinco motivos consenso presentes en las 

metalofosfoesterasas tipo PAP. Estos motivos consenso se pueden observar en el Cuadro 

2.4 y la ubicación de los mismos se indica en la Figura 2.1. 
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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. 

47.2 48.8 45.1 

CrPAP3 46.9 48.9 47.9 45.0 

CrPAP4 28.1 29 .2 26.8 

CrPAPS 30.5 31 .0 30.3 

CrPAP6 35.5 35.1 

Atphy 

Ntphy 

Mtphy 

Gmphy 

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 

11 111 IV V 
Código 

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 

Además se observó que en las secuencias CrPAP1 , CrPAP2 y CrPAP3 se encuentra 

conservado un residuo de Cys (Figura 2.1 ), el cuál ha sido reportado previamente y se 

cree que pudiera estar involucrado en la formación de un puente disulfuro que es el 

responsable de formar un homodímero en las PAPs de A. thalíana (Li et al. , 2002). 
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Atphy 1 
Gmphy 1 
Ntphy 1 
Mtphy 1 
CrPAPl 1 
CrPAP2 1 
CrPAP3 1 
CrPAP4 1 
CrPAP5 1 
CrPAP6 1 

Atphy 22 
Gmphy 30 
Ntphy 28 
Mtphy 29 
CrPAPl 17 
CrPAP2 43 
CrPAP3 43 
CrPAP4 61 
CrPAPS 1 
CrPAP6 26 

Atphy 71 
Gmphy 79 
Ntphy 77 
Mtphy 78 
CrPAPl 70 
CrPAP2 103 
CrPAP3 103 
CrPAP4 121 
CrPAPS 52 
CrPAP6 82 

Atphy 91 
Gmphy 99 
Ntphy 97 
Mtphy 98 
CrPAPl 102 
CrPAP2 126 
CrPAP3 126 
CrPAP4 181 
CrPAPS 68 
CrPAP6 100 

Atphy 123 
Gmphy 131 
Ntphy 129 
Mtphy 130 
CrPAPl 130 
CrPAP2 160 
CrPAP3 160 
CrPAP4 241 
CrPAPS 68 
CrPAP6 100 

Atphy 154 
Gmphy 162 
Ntphy 160 
Mtphy 161 
CrPAPl 170 
CrPAP2 191 
CrPAP3 191 
CrPAP4 301 
CrPAPS 68 
CrPAP6 100 
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Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAP5 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAP5 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAP5 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAP5 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAP5 
CrPAP6 

54 

214 D 
222 D -------------------------
220 N -------------------------
221 D -------------------------
220 D -------------------------
251 Q -------------------------
251 Q 
361 

86 ----------
119 

247 
255 
253 
254 
250 
275 
275 
419 
133 -------------------
159 K------------------~T . ,~~~•v 

292 
300 
298 
299 
295 
335 
335 
446 
162 
196 

111 

11 

soe~l~l~:iE: 
Y e FN P 
Y e FSN P 

--AFNYGPVVSNG 
---------§!PDDLD 
---------DTEVRN 

SR<~E;~~DNFI~QQIEPVAA--

==============~~E ~~ E --------------AE QT 
--------------A KT 

------------LDGS 
GIPAVINNTTTSFSFPTI YP QS 
GIPAVINYTTTSFSFPTI FP QS 

OI~JDfO------------TGDAFVVEDS 

DTNGVDPSGEEP---------­
DVSLLNTGQeLASPSGP-----

333 ------------------------------------------------------------
341 ------------------------------------------------------------
339 ------------------------------------------------------------
340 ------------------------------------------------------------
337 ------------------------------------------------------------
380 ------------------------------------------------------------
380 ------------------------------------------------------------
491 ------------------------------------------------------------
198 AFTGTLRTAAQARALRRELQQDDAVGAGTGVSRRRRVEHNPPFWYSFDYASVHFVMLSSE 
230 TRRIALPP----------DAATGAPRSLDLVMLDTTPIIYQYAGASWVDFLNGFNAQDAD 

333 
341 
339 
340 
337 
380 
380 
491 
258 
280 

IV 

J 



Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAPS 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAPS 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAPS 
CrPAP6 

Atphy 
Gmphy 
Ntphy 
Mtphy 
CrPAPl 
CrPAP2 
CrPAP3 
CrPAP4 
CrPAPS 
CrPAP6 

385 
393 
391 
392 
389 
432 
432 
549 
318 
340 
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Figura 2.1 Alineamiento de las secuencias CrPAP. Se alinearon las secuencias aminoacidicas 

predichas de las seis CrPAP y las fitasas PAP de Arabidopsis thaliana (Atphy), Glycine max 

(Gmphy), Nicotiana tabacum (Ntphy) y Medicago truncatula (Mtphy) en ClustaiX. Las barras con 

números romanos indican los motivos característicos de las PAPs (DXG, GDXXY, GNHEID, VXXH , 

GHXH) (Schenk et al., 2000). Aminoácidos idénticos fueron sombreados en negro, mientras 

aminoácidos similares fueron sombreados en gris. La flecha invertida señala el residuo de Cys 

involucrado en la formación de un puente disulfuro en Atphy (Li et al., 2002) . 
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2.3.2 Relación filogenética de las CrPAP de C. reinhardtii. 

El análisis filogenético de las secuencias CrPAP reveló nueve grandes ciados, los cuales 

se pueden ver en la Figura 2.2. En el ciado 1 se agruparon las secuencias PAP homólogas 

de plantas, ya sea con péptidos señal hacia el retículo endoplásmico o hacia la 

mitocondria. En tanto que los ciados 11, IV, V, VI y VIII comprenden exclusivamente 

homólogos PAP de microalgas. Las fitasas PAP, así como las secuencias tipo PAP de 

plantas fueron agrupadas dentro del ciado 111 junto con dos secuencias de la microalga 

Coccomyxa subellipsoidea C-169. El ciado VIl comprende la mayoría de los secuencias 

PAP homólogas de microalgas con excepción de una secuencia de la planta Lupinus 

/uteus. La secuencia CrPAP1 se agrupó en el ciado IV, CrPAP2 y CrPAP3 se agruparon 

en el ciado V, mientras que CrPAP4 y CrPAP5 se agruparon en el ciado VI. CrPAP6 se 

agrupó dentro del ciado IX en conjunto con las secuencias PAP de mamíferos. 

2.3.3 Predicción de péptidos señal. 

Dado que la fitasa Gmphy presenta un péptido señal de secreción, se realizó la predicción 

de péptidos señal en las secuencias proteicas CrPAP. Este análisis indicó que las 

secuencias CrPAP1 a la CrPAP5 presentaban péptidos señal , los cuales probablemente 

dirijan las proteínas hacia alguna ruta de secreción. En el caso de la secuencia CrPAP6 

no se encontró ningún péptido señal. En el Cuadro 2.5 se muestran los péptidos señal. 

2.3.4 Predicción de dominios característicos de las PAP 

Las seis proteínas 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 aminoácidos (aa) en el caso de CrPAP1 hasta 270 aa 

en la caso de CrPAP5. 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 representación gráfica de estos dominios. 
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Figura 2.2 Árbol filogenético de las secuencias CrPAP. El árbol fue elaborado con el algoritmo 

Neighbor-joining y basado en el alineamiento de Clustal W de la secuencias PAP homologas de C. 

reinhardtii (círculos negros) , genes de fitasas PAP de plantas (triángulos negros) y otros homólogos 

PAP de organismos eucariotas. Los números sobre las ramas indican el porcentaje de repeticiones 

de bootstrap que soporta a cada rama y únicamente aquellos con un porcentaje arriba de 60 son 

mostrados. Los números romanos indican los nueve ciados mayores formados en el árbol 

filogenético. 
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Cuadro 2.5 Predicción del péptido señal de CrPAP1-CrPAP5 generadas con ayuda de los 

programas signaiP 3.0 y TargetP. 

Dominio Dominio Localización 
ID Longitud Dominio COOH 

Hidrofóbico NH4 celular 

CrPAP1 21 MSRS VLSIAAALALF GAAHAG Extracelular 

CrPAP2 23 MAYSR L VLALSALALAG WVNAD Extracelular 

CrPAP3 23 MAQSR LALALSALVLAA AVVNAE Extracelular 

CrPAP4 29 MAPKAGVWPP VLLPLLL VGAA FTAPVLGA Extracelular 

CrPAP5 22 MAPRA LLVLLALLQL GACAFAA Extracelular 

Gmphy 29 MASITFSLLQFHRAP ILLLILLA GFGHCH Extracelular 

184 407 501 

CrPAP1 _l.___ _ ____. __ _____: __ _.__ __ _, 1 ~ 1 1 

197 447 632 

1 

1 1 1 ~ CrP~ •-------~----~--~----~ 
224 447 629 

1 ~ 1 1 

691 
205 336 408 

~ \ 
1 1 FN3 ~ 1 

CrPAP4 •--------~--~--~--~~--~ 
169 438 637 

~ 1 1 
CrPAPS •----~----~----L-------~ 

93 355 435 

CrPAP6 1 1 

o 200 400 000 691 
~ ~--+---~----+---~----~--~~~ COOH 

Figura 2.3 Representación gráfica de las proteínas CrPAP. Los dominios de metalofosfoesterasa 

(Metallophos) son indicados. Los péptidos señal se indican en gris obscuro y el dominio de 

fibronectina tipo 3 (FN3) es indicado en el caso de CrPAP4. Los números arriba de cada 

representación indican la posición del residuo aminoacídico. 
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2.3.5 Análisis de los promotores de los genes CrPAP 

Se analizaron las secuencias correspondientes a los promotores de los genes CrPAP 

encontrados en el análisis bioinformático, con la finalidad de identificar elementos de 

respuesta que estén relacionados con la activación de la expresión de los genes mediante 

la adición de algún inductor químico. En el Cuadro 2.6 se describen los elementos de 

respuesta más interesantes encontrados tras este análisis. 

Cuadro 2.6 Elementos de respuesta cis encontrados con el programa PLACE en la región 

correspondiente al promotor de los genes CrPAP. 

Secuencia 
CrPAP1 CrPAP2 CrPAP3 CrPAP4 CrPAP5 CrPAP6 

Motivo 

---------- ---------- 2 
(Despres et al., 2003) 

CURECORECR (+Ni, -Cu) 
10 6 4 2 2 -----------

(Quinn y Merchant, 1995) 

GT1CONSENSUS(AS) 
5 2 4 2 

(Terzaghi y Cashmore, 1995) 

GT1 GSCAM4 (NaCI) 
----------- --------- -------- --------

(Park et al., 2004) 

P1BS (-P) 
2 2 ----------- ----------- ----------- -----------

(Rubio et al., 2001) 

Se encontraron dos elementos relacionados con la respuesta ante la presencia de ácido 

salicílico, el primero es el elemento ASF1 MOTIFCAMV (TGACG) el cuál ha sido 

encontrado en genes de plantas como Nicotiana tabacum y Arabidospsis thaliana 

(Despres et al. , 2003), el segundo elemento es el GT1 CONSENSUS (GRWAAW), 

encontrado en genes de plantas como Pisum sativum, Avena sativa; Oryza sativa, 

Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana y Spinacia oleracea (Terzaghi y Cashmore, 

1995). 

El elemento de respuesta CURECORECR (GTAC), es nativo de C. reinhardtii y ha sido 

encontrado en genes como Cyc6 respondiendo ante la privación de Cu o la adición de Ni 

(Quinn y Merchant, 1995). 
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En el caso de GT1 GSCAM4 (GAAAAA) es un elemento de respuesta que fue encontrado 

en genes de la planta de G/ycine max y su función se encuentra relacionada con la 

inducción de los genes ante la presencia de NaCI (Park et al. , 2004). 

De manera muy interesante el elemento de respuesta P1 BS (GNAT ATNC) responde ante 

condiciones de privación de fósforo y ha sido encontrado en genes de plantas como 

Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum, Medicago truncatula y Hordeum vulgare . 
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2.4 DISCUSIÓN 

En este estudio se encontraron seis genes (CrPAP1-6) en el genoma de C. reinhardtii, 

homólogos a secuencias de fosfatasas tipo PAP de plantas, indicando que esta microalga 

no ha pasado por un proceso extensivo de duplicación de genes. Por su parte, los 

genomas de las plantas contienen numerosos genes que codifican para PAPs. 29 en el 

caso de A. thaliana (Li et al., 2002) , 26 en Oriza sativa (Zhang et al. , 2011) y 35 en G. max 

(Li et al., 2012). En contraste, secuencias tipo PAP en organismos procariotas como las 

cianobacterias aparentan ser menos numerosos, y se han identificado en un rango de uno 

a tres (Yeung et al., 2009). 

El peso molecular predicho para las CrPAPs 1 a 5 fue similar a aquellas fitasas PAP de 

plantas (Konietzny y Greiner 2002) , en tanto que la secuencia CrPAP6 recuerda a las 

PAPs de mamíferos, que se caracterizan por su bajo peso molecular (Li et al. , 2012; 

Klabunde y Krebs 1997). El pi predicho para la mayoría de las CrPAPs tuvo valor ácido 

que fue de 4.46 a 6.32, y es similar al de las fitasas provenientes de bacterias y hongos 

(Konietzny y Greiner 2002), así como también a las fitasas provenientes de soya (Gibson 

y Ullah 1988), raíz de maíz (Hübel y Beck 1996) y la raíz de tomate (Li et al., 1997). Por 

su parte, el valor de pi para la CrPAP1 fue de 8.5, el cual es similar al pi de la fitasa HAP 

de Aspergil/us fumigatus (8.56) , la cual es considerada una enzima con características 

adecuadas para su purificación directa a escala industrial (Wyss et al. , 1999). 

Como se pudo observar anteriormente en el análisis in silico, las seis proteínas CrPAP 

predichas presentaron rasgos característicos de las enzimas PAP: un dominio de 

matalofosfoesterasa similar al dominio catalítico de las enzimas PAP conocidas y los siete 

residuos aminoacídicos que sirven de anclaje a los metales en los cinco motivos 

consenso reportados para plantas en las proteínas metalofosfoesterasas (Hegeman y 

Grabau 2001 ; Schenk et al., 2000). Las metalofosfoesterasas tipo PAP han sido 

encontradas en bacterias, plantas superiores y en algunos tejidos animales. Este tipo de 

enzimas está conformado por diferentes clases de enzimas entre las que podemos 

encontrar las fosfoproteina-fosfatasas, exonucleasas, esfingomielinasas, entre otras (Tran 

et al,. 201 O; Li et al. , 2002). La característica común entre ellas es que mantienen un 

dominio conservado con un sitio activo que consiste en dos iones metálicos (manganeso, 

hierro o zinc) , coordinados en un jaula octaédrica de residuos de histidina (H), aspartato 
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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 

resultados 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 comúnmente observado en proteínas PAP de mamíferos. Dominios similares 

fueron observados en PAPs de Phaseolus vulgaris (frijol) (Tsyguelnaia y Doolittle 1998) y 

de A. thaliana (AtPAP1 O y AtPAP12) (Li et al. , 2002). 

El péptido señal predicho para las CrPAP1 a 5 podría indicar que estas proteínas son 

dirigidas a la vía de secreción y que su actividad podría estar ubicada en el exterior de la 

célula . Este es el caso de muchas fosfatasas de origen microbiano, así 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 asimilación , que 

de otra forma no podrían ser usados por estos organismos (Tian et al. , 2012; Rao et al., 

2009) . En el caso de CrPAP6, la ausencia de péptido señal podría ser indicador de que su 

función la realizae en el espacio citosólico de la célula. 

Previamente, Dionisia y colaboradores (2011) reportaron un árbol filogenético compuesto 

por cinco ciados agrupando a las fitasas PAP de plantas y otras proteínas PAP 

homólogas. Hasta donde se tiene conocimiento, aún no se han caracterizado proteínas 

PAP de microalgas, y en este estudio se reporta un total de nueve ciados en un árbol 

filogenético en el cual se incluyen proteínas de microalgas y animales homólogas a las 

proteínas PAP. Todas las fitasas PAP de plantas y las secuencias tipo fitasa PAP se 

agruparon dentro del ciado 111 , mientras que cinco ciados (11 , IV, V, VI y VIII) fueron 

conformados exclusivamente por proteínas de microalgas homólogas 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 proteínas que 

codifican , pueden ser rastreadas hacia el ancestro común entre las plantas verdes y los 

animales (Merchant et al., 2008). De esta forma , se propicia la generación de ciados 

intermedios entre el reino animal y el vegetal. Si bien las CrPAPs no se agruparon con las 

secuencias de plantas, dos PAP homólogos de la microalga C. subellipsoidea C-169 (JGI 
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protein id: 36336 and 60417) se agruparon dentro del ciado 111 el cual contiene a las 

fitasas PAP de plantas. 

Debido a que aún no se han caracterizado fitasas de microalgas, se utilizó como molde la 

secuencia Gmphy (AAK49438.1) para la búsqueda de secuencias de metalofosfoesterasa 

clase PAPen otras especies de microalgas cuyos genomas se encuentran disponibles en 

el JGI : Ostreococcus tauri, Ostreococcus lucimarinus, Ostreococcus sp. RCC809, 

Micromonas pusilla CCMP 1545, Micromonas sp. RCC299, Coccomixa sp. C-169, Volvox 

carteri nagariensis, Emiliana huxleyii, Fragilaryopsis cylindrus, Phaedactylum tricomutum, 

Thalassiora pseudonana. Los resultados de esta búsqueda arrojaron secuencias 

homólogas a la fitasa PAP de Gmphy, y en todos ellos se encontraron los cinco motivos 

que confieren actividad de metalofosfoesterasa clase PAP, estos motivos al igual que los 

de C. reinhardtii, presentaron algunas diferencias en los aminoácidos que los 

conformaban , pero siempre se encontraron conservados los siete residuos aminoacídicos 

involucrados en la coordinación del núcleo bimetálico en su sitio activo (Li et al. 2002). 

Quisel y colaboradores (1996) mencionan la existencia de dos fosfatasas alcalinas en C. 

reinhardtii, que son excretadas al exterior de la célula cuando son privadas de la fuente de 

P. Estas enzimas fueron capaces de utilizar diferentes sustratos para la obtención de P, 

sin embargo, fueron incapaces de utilizar el IP6 como sustrato. A pesar de lo anterior, 

estos autores mencionaron la observación (no publicada) de que C. reinhardtii fue capaz 

de crecer en un medio suplementado únicamente con IP6 como fuente de P, por lo que 

sugieren la existencia de otras fosfatasas que permiten la asimilación del IPs presente en 

el medio de cultivo. Alguna de las seis CrPAP encontradas en este estudio podría ser la 

fitasa que no pudieron detectar Quisel y colaboradores (1996) , y que le permite a C. 

reinhardtii aprovechar eiiP6 como fuente de P. 

Por otra parte, la predicción de péptidos señal indicó que cinco de las secuencias 

analizadas (CrPAP1-CrPAP5) presentan péptidos señal relacionados con la secreción de 

la enzima hacia el espacio extracelular, lo que va de acuerdo a lo observado con la fitasa 

Gmphy (AAK49438 .1 ). En cuanto a los elementos en cis, la secuencia CrPAP1 fue la más 

interesante, ya que se observó la presencia de cinco elementos responsivos diferentes 

entre los que se encuentran el P1 BS que es un elemento responsivo relacionado con la 
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privación de P (Rubio et al., 2001 ). CrPAP1 y CrPAP6 fueron las únicas secuencias que 

demostraron tener este tipo de elemento en la región de su promotor. Además de P1 BS, 

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

presencia de diversos inductores como el ácido salícilico (AS) (ASF1MOTIFCAMV y 

GT1CONSENSUS}, adición de NaCI (GT1GSCAM4}, privación de cobre o adición de Ni 

(CURECORECR). 

2.5 CONCLUSIONES 
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1. El análisis in silico reveló que el genoma de C. reinhardtii contiene seis genes 

homólogos a fosfatasas PAP: CrPAP1 a CrPAP6. 

2. Todas las CrPAP analizadas presentaron los motivos característicos de las 

metalofosfoesterasas de la clase PAP, aunque con algunas variaciones 

probablemente propias de las microalgas. 

3. Todas las CrPAP analizadas presentaron los siete residuos aminoacídicos que 

sirven de anclaje a los metales en los cinco motivos consenso reportados para 

plantas en las proteínas metalofosfoesterasas. 

4. Las secuencias de CrPAP, junto con las secuencias tipo PAP de microalgas 

encontradas en este estudio, se agruparon en ciados 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. 

5. Todas las secuencias de aminoácidos de las CrPAP, con excepción de CrPAP6, 

presentaron un péptido señal de secreción predicho con los programas SignaiP 

3.0 y TargetP, lo que sugiere que su función se encuentra en el espacio 

extracelular. 

6. Se encontrarán por predicción in silico elementos de respuesta en cis que se sabe 

responden en otros organismos ante diversos inductores como son déficit de P, la 

adición de ácido salicílico, NaCI o Ni o la ausencia de Cu . 
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3. EVALUACIÓN DEL EFECTO DEL IP6 COMO FUENTE DE P EN LOS 

PARÁMETROS DEL CULTIVO Y PERFIL DE PROTEÍNAS DE C. reinhardtii, 

ASÍ COMO EN LA EXPRESIÓN DE LOS GENES CrPAP1-6 DE ESTA 

MICROALGA. 

Los resultados de este capítulo fueron publicados en: Rivera-Solís, R., S. Peraza-Echeverria , l. 

Echevarría-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 INTRODUCCIÓN 

El fósforo (P) es un macronutriente esencial para el sostén de la vida , ya que es un 

componente estructural de los ácidos nucleicos y de los fosfolípidos, y además tiene 

función en la modificación de carbohidratos y proteínas (Moseley et al. , 2009). Los 

organismos prefieren la asimilación del P en forma de ortofosfato (P04
3
-) o también 

conocido como fósforo inorgánico (Pi) . En el caso de Chlamydomonas reinhardtii, un 

conjunto de respuestas específicas le permiten adaptarse a las condiciones de limitación 

de P, mientras redistribuye las reservas de P internas. Entre estas respuestas se 

encuentra la movilización del polifosfato almacenado, así como el ADN plastídico y el 

reemplazo de los fosfolípidos por galactolípidos y sulfolípidos (Werner et al., 2007. 

Yehudai-Resheff et al., 2007; Riekhof et al., 2003). Por otro lado, se sabe que bajo 

limitación 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 difícil su identificación. 

Entre las fosfatasas se encuentran las metalofosfoesterasas de la clase PAP (fosfatasas 

ácidas púrpura) con actividad de fitasa, para las cuales existen reportes en los que se 

describe un incremento en su expresión ante tratamientos con inductores químicos como 

la adición de ácido salicílico (AS) en la planta de Arabidopsis, donde se induce la 

expresión de las fitasas en las raíces de la planta (Kuang et al., 2009) o mediante la 

adición de NaCI en la planta de soya (Liao et al., 2003). En Arabidopsis también se ha 
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visto que el gen AtPAP10 está involucrado en la tolerancia de la planta durante la 

limitación de P, y su expresión es inducida ante esta condición . Además la proteína 

producida por esta enzima tiene la capacidad de degradar el fitato (IP6) aunque en un muy 

bajo nivel (Wang et al. , 2011 ). Se sabe que la ausencia de P produce un incremento en la 

tasa de transcripción de algunos genes en Ch/amydomonas; 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 condición (Moseley et al. , 2009) . Por otro lado, 

Quisel y colaboradores (1996), mencionaron que ante condiciones de déficit de P, se 

indujo la producción de fosfatasas alcalinas en C. reinhardtii, las cuales no resultaron 

catalíticamente eficientes cuando usaron aiiP6 como sustrato. Sin embargo, estos autores 

también comentaron una observación de que C. reinhardtii fue capaz de crecer en un 

medio de cultivo suplementado con IP6 como la única fuente de P, por lo que sugirieron la 

probable existencia de alguna enzima tipo fitasa que aún no han sido identificada en esta 

microalga. 

En este capítulo se evaluó la capacidad de multiplicación de C. reinhardtii, así como los 

cambios en su perfil de proteínas al ser cultivada en medio con IP6, ya sea en presencia ó 

ausencia de sales de P. Una vez comprobado que C. reinhardtii fue capaz de utilizar IPs 

como única fuente de P para su crecimiento, se investigó la expresión de los genes 

CrPAP1-6 en condiciones de cultivo con IP6 y/o sales de P. 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 Diseño de oligonucleótidos 

Para llevar a cabo los análisis de expresión de los genes CrPAP1-6, se diseñaron 

oligonucleótidos específicos para cada una de las seis secuencias encontradas en el 

genoma de C. reinhardtii y se solicitó su síntesis a Sigma-Aidrich. Las secuencias de los 

oligonucleótidos fueron diseñadas en regiones cercanas a los motivos conservados que 

las identifican como metalofosfoesterasas clase PAP. Además dichos ol igonucleótidos 

comprenden un intrón que permite diferenciar la amplificación a partir de ADNg y ADNc. 

Dichas secuencias se presentan en el Cuadro 3.1. 
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Cuadro 3.1 Oligonucleótidos para el análisis de la expresión de CrPAP1-6 de C. reinhardtii. ADNc: 

ADN complementario ; ADNg: ADN genómico, nt nucleótido. 

Nombre Oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido Localización Amplicón Amplicón 

ID (5' ->3') en la predicho predicho 

secuencia en ADNc en ADNg 

(nt) (pb) (pb) 

CrPAP1 FwCre1_672250 TCCTCCGTGGACCGCAGCGTC 1051-1279 229 1143 

RvCre1_672250 TCAAGTACACGGTGCCGCAGG 

CrPAP2 FwCre2_578350 TGAGCCCCGATGATCTTGACG 803-1016 214 804 

RvCre2.2_578350 AAGCGAGCCGAGTAGGACTGG 
CrPAP3 FwCre3_ 476700 ACTGAGGTCCGCAACAGCAAG 808-1016 209 637 

RvCre2.2_578350 AAGCGAGCCGAGTAGGACTGG 
CrPAP4 FwCrePAP4_V2 AGGGCCACCACCACACCTAC 1730-2000 271 969 

RvCrePAP4_ V2 AGCGCGAAGCTGTCCATCAG 
CrPAP5 FwCre5_500200 ACTTTGTGATGCTGTCTTCCG 1064-1358 295 785 

RvCre5.1_500200 TCCTCCTCCACGCACTTGTTG 
CrPAP6 FwCrPAP6 TACATCAACGGACACGAGCAC 1039-1223 185 688 

RvCrPAP6 ACAGCACCACAGCCACAAAG 

Las condiciones de amplificación con dichos oligonucleótidos fueron evaluadas en ADNg 

3.2.2 Extracción de ADN genómico 

La extracción de ADNg se realizó según el protocolo de Dellaporta (1983) , con algunas 

modificaciones. La extracción se realizó de la siguiente manera: se recolectaron 50 mL de 

un cultivo de C. reinhardtii de siete días (al final de la fase logarítmica). Se centrifugó 

(centrífuga Eppendorf modelo 581 OR) a 4,216 rpm durante cinco minutos a 4 oc. Se 

eliminó el sobrenadante para posteriormente agregar el volumen necesario de medio de 

cultivo para resuspender la pastilla y tener aproximadamente 40 x 106 células mL-1
. Cada 

mL de cultivo resuspendido fue transferido a un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL y se 

centrifugó (microcentrífuga marca Eppendorf modelo 5424) nuevamente a 3,000 rpm 

durante cinco minutos. El sobrenadante se desechó y los tubos con la pastilla celular se 

congelaron con nitrógeno líquido, ya sea para su almacenamiento a -80 oc o para la 

extracción inmediata. Se preparó la mezcla de extracción: 650 IJL de amortiguador 

TEN(10 mM Tris -HCI; 1 mM EDTA; 100 mM NaCI) adicionado con [3-mercaptoetanol a 

una concentración final de 0.2 M por muestra y se homogeneizó con un vórtex en 
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velocidad 2. Posteriormente, la mezcla se incubó a 65 oc por 1 O minutos. En la campana 

de extracción, se agregó la mezcla de amortiguador TEN+ 13-mercaptoetanol a cada 

muestra y se agitó vigorosamente con ayuda de un vórtex durante 2 minutos. A cada 

muestra se le añadieron 43 iJL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% (p/v) , se agitaron 

en un vórtex y se incubaron a 65 oc durante 25 minutos con agitaciones periódicas cada 

tres minutos durante la incubación. Posteriormente, se adicionaron 700 iJL de cloroformo: 

alcohol isoamílico (CHCI 3 : AlA) en una proporción 24:1 a cada muestra y se agitó en el 

vórtex. Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante cinco minutos, se 

recuperó el sobrenadante y fue transferido a un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. A 

cada muestra se le añadió un volumen de CHCI 3 :AIA igual al del sobrenadante y se 

mezcló por agitación en vórtex. Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante 

cinco minutos, se recuperó el sobrenadante y fue transferido a un tubo nuevo de 

microcentrífuga de 1.5 ml. Esta extracción se repitió hasta tres veces, con el fin de 

conseguir el sobrenadante lo más claro posible. Para precipitar los ácidos nucleicos, a 

cada muestra se le adicionó un volumen de isopropanol puro igual al del sobrenadante.Se 

mezcló suavemente por inversión del tubo durante tres minutos, y se centrifugó a 13,500 

rpm durante cinco minutos. La pastilla obtenida fue lavada dos veces con 800 iJL de 

etanol frío al 70 % (v/v) , y se centrifugó a 13,500 rpm durante cinco minutos. El 

sobrenadante fue desechado. La pastilla fue secada a temperatura ambiente durante 1 O 

minutos, y se resuspendió en 40 iJL de amortiguador Tris-HCI (1 O mM; pH 7.5). Se incubó 

a 65 oc durante 1 O minutos. Transcurrido este tiempo, se recuperó el sobrenadante y se 

transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL nuevo. Para la eliminación del ARN se 

adicionó 1¡JL de ARNasa (1 mg/mL) y se incubó a 37 oc durante 30 minutos. 

3.2.3 Cepa y condiciones de cultivo 

La cepa de C. reinhardtii que se utilizó 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 realizó de manera axénica, en medio Tris-Acetato­

Fosfato (TAP) pH 7.00 (Gorman y Levine, 1965) a 25 ± 2 oc bajo un fotoperiodo de 16 h:8 

h (luz/oscuridad) con una intensidad lumínica de 90 ¡Jmol m-2 s-1 proveniente de lámparas 

MAGG F54T5/6500 K, en un orbitador a 140 rpm. 
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3.2.4 Tratamientos de cultivo para C. reinhardtii en presencia de IP6 

Para investigar el efecto del IP6 (sal de fitato de sodio hidratado, Sigma P881 O) como 

fuente de P en los parámetros del cultivo y perfil de proteínas de C. reinhardtii, así como 

en la expresión de los genes CrPAP1-6 de esta microalga, se utilizaron cuatro medios de 

cultivo: 1) TAP (Gorman y Levine, 1965), 2) TAP+IP6 (TAP más 171 ¡..~M de IP6) , 3) TA+IP6 

(sin sales de fósforo aportadas por el TAP, más 171 ¡..~M IP6), y 4) TA (sin sales de 

fósforo) . Todos los tratamientos fueron ajustados a pH 7.00. 

Para lo anterior, se realizó un precultivo inoculando una colonia de C. reinhardtii en 50 mL 

de medio TAP, y se colectó al día siete de cultivo, al final de la fase exponencial de 

crecimiento. Posteriormente, se realizaron tres lavados con medio TA para eliminar las 

trazas de P que pudieran quedar. Para el lavado se recuperó el contenido celular del 

precultivo por medio de centrifugación a 4,216 rpm a 4°C durante cinco minutos, el 

sobrenadante fue desechado y la pastilla celular fue resuspendida con 50 mL de medio 

TA. Este proceso se repitió dos veces más y, de la última resuspensión se tomó una 

alícuota para inocular una concentración final de 1 O, 000 células mL-1 en 1 O mL del medio 

correspondiente contenido en un tubo Falcon de 50 mL, nuevo y estéril el cual se dejó 

cultivando durante siete días. Al final del experimento se tomaron muestras para conteo 

celular. Las células fueron colectadas por medio de centrifugación y lavadas tres veces 

con el amortiguador de extracción de proteínas, cuya composición fue : Tris-HCI (100 mM, 

pH 6.8) , EDTA (2mM), CaCI2 (20 mM), sacarosa (250 mM) y glicerol al 10% (v/v) o con 

medio TA de la manera antes descrita para la extracción de ARN. La pastilla celular fue 

transferida a tubos de microcentrífuga de 1.5 mL, se congelaron en nitrógeno líquido y se 

almacenaron a -80 oc hasta su análisis, ya sea para la extracción de proteínas o ARN. 

La estrategia experimental que se siguió se presenta en la Figura 3.1 . 
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3X 

\ TAP (10 ml) TAP+IP6 (10 ml ) TA+IP6 (10 mL) TA (10 ml) J 

_..... .._.. - --~- .. _ 

Evaluación de la 
expresión de los 

genesCrPAP 

Figura 3.1 Estrategia experimental para la evaluación del efecto del IP6 como fuente de P. 

A continuación se describen los detalles de cada tratamiento: 

1) Tratamiento TAP. 

Este tratamiento consistió en cultivar las células de C. reinhardtii en medio TAP (Gorman 

y Levine, 1965). El P fue proporcionado por las sales de fosfato de potasio monobásico 

(KH2P04) y fosfato de potasio dibásico (K2HP04) que forman parte de la solución 

denominada amortiguador de fosfatos 11 (BPII) y cuyo contenido total de P es de 3.19 g 

por cada 100 mL equivalentes a una concentración de 1 M de P. La concentración final 

del P en el medio TAP fue de 1 mM. 
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2) Tratamiento TAP+IP6. 

Este tratamiento consistió del medio de cultivo TAP al cual se le agregó IP6 . Este 

tratamiento contiene el P (1 mM) proporcionado por el BPII que originalmente se 

encuentra en el medio TAP reportado por Gorman y Levine (1965) y 171 ¡..~M de IP6 el cual 

aporta una cantidad semejante de P. 

3) Tratamiento TA+IP6 . 

Este tratamiento consistió de IP6 como única fuente de P y se realizó empleando un medio 

de cultivo donde todas las sales de P aportadas por el BPII del medio TAP fueron 

eliminadas y en su lugar se añadió la cantidad proporcional de P a partir de una solución 

de 1 Ps. Dicha solución se preparó pesando 11 .33 g de 1 P6 en un volumen final de 100 mL, 

quedando una concentración final de 171 mM de IP6. la cual aporta la misma cantidad de 

P que el BPII descrito en el párrafo anterior. A partir de la solución de IP6 se toman 1 O ¡.JL 

los cuales se añaden a 1 O mL del medio TA para tener una concentración final de 171 IJM 

de IPs. 

4) Tratamiento TA. 

En este tratamiento se eliminó el P aportado por el BPII. Para obtener el K que era 

proporcionado por las sales de fosfato de potasio del BPII , se preparó una solución de 

cloruro de potasio (1.5 M) la cual aporta la misma cantidad de K que aportaba por el BPII. 

El IPs fue agregado a los tratamientos justo antes del inóculo. La solución de IP6 fue 

esterilizada por filtración . 

3.2.5 Determinación de la concentración celular 

La concentración celular fue determinada por conteo de células en una cámara de 

Neubauer (hemocitómetro) . Se colectaron 900 IJL del cultivo de células en un tubo de 

microcentrífuga de 1.5 mL tipo Eppendorf y se le adicionaron 100 iJL de una solución de 

yoduro de lugol (Mcmanus y Mowry, 1964) con el fin de fijar la muestra, posteriormente se 

colocaron por 5 minutos en el orbitador a 100 rpm. Se tomaron 20 ¡..~L de la muestra fijada 

y se colocaron en la cámara de Neubauer para llevar a cabo el conteo. Se contaron todas 
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las células contenidas en los cinco campos visuales situados en la cuadricula pequeña 

(Figura 3.2) , siguiendo siempre las manecillas del reloj . 

1 

1 

¡.- ' 

:· · ¡1 -

1• 

a 1 

1 • 

1• 
:-. 

Figura 3.2 División de la celda de la cámara de Neubauer. En rojo se indican los cinco campos 

visuales utilizados para realizar el conteo de las células de C. reinhardtii. Los números indican el 

orden en el cual se realizó el conteo. 

Se realizaron dos conteos por muestra (uno en cada celda de la cámara) y se obtuvo el 

promedio. Los cálculos para determinar el número de células por mL de cultivo se 

realizaron con la siguiente fórmula : 

C= (N) (50000) (F) 

Donde C= cantidad de células mL-1; N= promedio del número de células contadas; F= 

factor de dilución. 

Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante una prueba de ANOVA 

de una vía con una prueba de Fisher LSD para determinar diferencias significativas entre 

tratamientos, para ello se utilizó el paquete estadístico Statgraphics Plus 4.1. Todos los 
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experimentos contaron con tres réplicas y cada experimento se realizó dos veces. Todos 

los reactivos y solventes usados fueron de grado analítico. 

3.2.6 Extracción y cuantificación de proteínas 

Para llevar a cabo la extracción de proteínas, se colectó aproximadamente 50 mg de peso 

fresco de C. reinhardtii en un tubo de centrífuga tipo Eppendorf, se le adicionó 125 iJL del 

amortiguador de extracción contenía: Tris-HCI (1 OOmM), sacarosa (250mM) ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) (2mM), cloruro de calcio (20mM), glicerol (1 O% v/v) , ~­

mercaptoetanol (1 mM) , fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mM), aprotinina (1 ¡..Jg/¡..JL) 

y leupectina (1 ¡..Jg/IJL). Se procedió a macerar durante cuatro minutos con la ayuda de un 

micropistilo estéril y manteniendo el tubo en hielo. Transcurrido ese tiempo, se procedió a 

centrifugar durante 30 minutos a 12,000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se recuperó y se 

almacenó en hielo para trabajar con él de forma inmediata , o a -80 °C si las muestras 

serían utilizadas posteriormente. La cuantificación de proteínas se realizó de acuerdo al 

método de Bradford (1976), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (Bio-Rad, cat. 

500-0006). Para la curva de calibración se utilizó albumina sérica bovina (BSA) en un 

rango de O a 10 mg mL-1. 

3.2.7 SDS-PAGE 

Las proteínas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) Se cargaron aproximadamente 30 ¡..Jg de 

proteína para cada muestra. El gel fue teñido con plata de acuerdo al protocolo de 

Henkeshoven y Dernick (1985). 

3.2.8 Extracción de ARN 

La extracción de ARN se realizó empleando el Kit !Ilustra RNAspin Mini RNA isolation de 

GE Healthcare, siguiendo las indicaciones del proveedor con algunas modificaciones 

como se describe a continuación. 

Se utilizó todo el contenido celular de cada tratamiento para llevar a cabo la extracción de 

ARN, por lo que el número de células fue variable dependiendo del tratamiento . El rango 

de células extraídas fue de aproximadamente 5.9 x 107 para el tratamiento TA+IP6 a 15.3 
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x 107 para TAP+I P6 . A cada muestra se le adicionaron 350 1-JL de solución de lisis RA 1 y 

3.5 1-JL de 13-mercaptoetanol. Cada muestra se homogenizó por pipeteo, mientras se 

mantenía en hielo, con la finalidad de proteger el ARN. Las muestras se maceraron 

mediante la aplicación de agitación por vórtex a máxima velocidad durante dos minutos. 

El lisado celular fue transferido a columnas diseñadas para reducir la viscosidad de las 

muestras y se centrifugó a 13,000 rpm por un minuto. El filtro de la columna fue 

descartado y el filtrado fue transferido a un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL tipo 

Eppendorf, con la precaución de no absorber nada de la pastilla que se pudiera haber 

formado . Las condiciones de unión fueron ajustadas adicionando 350 1-JL de etanol (70%, 

v/v) al filtrado recuperado previamente y se mezcló por medio de agitación con vórtex dos 

veces durante cinco segundos. El lisado junto con el precipitado formado en el paso 

anterior se mezcló por pipeteo y posteriormente todo fue cargado en la columna de sílica. 

Para cada muestra se utilizó una columna de sílica previamente colocada en un tubo 

colector de 2 mL. Las muestras fueron centrifugadas por 30 segundos a 11 ,000 rpm y 

cada columna se colocó en un nuevo tubo colector. La capacidad máxima de la columna 

fue de 750 1-JL, por lo que cuando fue necesario, se repitió el procedimiento para procesar 

un volumen mayor de muestra. Se adicionaron a la columna 350 1-JL del buffer MDB y se 

centrifugó a 13,000 rpm por un minuto hasta secar la membrana. Se desechó el 

sobrenadante y se regresó la columna al tubo colector. Cada columna se lavó con 200 1-JL 

de la solución de lavado RA2 y se centrifugó a 13,000 rpm por un minuto. El sobrenadante 

fue descartado y la columna se regresó al mismo tubo colector. Se adicionaron 600 1-JL de 

la solución de lavado RA3 y se centrifugó a 13,000 rpm por un minuto. El sobrenadante 

fue descartado y se regresó la columna al tubo colector. Se adicionaron 250 1-JL de la 

solución de lavado RA3 y se centrifugó a 13,000 rpm por dos minutos hasta secar la 

membrana completamente. Se descartó el sobrenadante y la columna se colocó en un 

tubo de microcentrífuga de 1.5 mL estéril. El ARN fue eluído con 40 1-JL de agua ultrapura 

(H20 UP) y se centrifugó a 13,000 rpm por un minuto. El sobrenadante se recuperó y se 

cargó de nueva cuenta en la columna , se centrifugó a 13,000 rpm por un minuto (esta 

doble elución nos permitió obtener un buen rendimiento así como una buena 

concentración) . La elución se mantuvo en hielo. La digestión del ADN se realizó 

adicionando 3 U de RQ DNAse; 40 U RNAse out y 5 1-JL de amortiguador 1 OX marca 

Promega, se completó con 1 1-JL de H20 UP para tener un volumen final de 50 1-JL. La 

82 



CAPITULO 111 

mezcla fue homogenizada suavemente con el vórtex (velocidad seis). Tras la 

homogenización, las muestras fueron incubadas durante 20 min a 37 °C. Posteriomente, 

se adicionaron 350 !JL de RA1 y 350 !JL de etanol al 70%. Se homogenizó por vórtex dos 

veces durante cinco segundos. La mezcla se cargó en una columna de sílica nueva y se 

centrifugó a 11 ,000 rpm durante 30 segundos. La columna se colocó en un nuevo tubo 

colector y fue lavada con 600 !JL de la solución de lavado RA3. Se centrifugó a 13,000 

rpm durante un minuto y se desechó el sobrenadante. La columna se regresó al tubo 

colector y se adicionaron 250 !JL de la solución de lavado RA3. Se centrifugó a 13,000 

rpm durante dos minutos. La columna se insertó en un tubo libre de nucleasas y se 

procedió a eluir el ARN con 40 IJL de H20 UP. Se centrifugó a 13,000 rpm durante un 

minuto y la elución se cargó por segunda vez en la columna, centrifugando posteriormente 

a 13,000 rpm. La elución se colocó inmediatamente en hielo y se almacenó a -20 °C para 

su uso inmediato o a -80 °C para su posterior análisis. 

3.2.1 O Síntesis de ADNc 

La síntesis del ADNc se realizó con una cantidad inicial de 5 j.Jg de ARN total como molde. 

El ARN se mezcló con 2.5 !JM de OligodT (lnvitrogen) en un volumen final de 1 O j.JL ; se 

incubó a 75 °C durante cinco minutos e inmediatamente se enfrió en hielo. 

Posteriormente, se realizó la reacción de la transcriptasa reversa, para lo cual se dividió la 

muestra anterior en dos tubos, el primero como muestra experimental y el segundo como 

control negativo (sin adición de la transcriptasa reversa) . La mezcla de reacción para la 

RT-PCR quedó compuesta de la siguiente manera: 5 !JL de muestra (ARN+oligodT, 

lnvitrogen), amortiguador First Strand (1X) , 1 O mM de DTT (0.1 M, lnvitrogen) , 1 mM de 

dNTPs (1 O mM, Rache), 40 U del inhibidor de ARNasa (40 U/!JL, lnvitrogen), 200 U de la 

enzima Superscript 111 (200 U/IJL, lnvitrogen), y finalmente H20 UP, para tener un volumen 

final de 20 !JL por muestra. Se incubó a 50 oc durante 90 minutos, posteriormente se 

inactivó la reacción a 75 oc durante 15 minutos, se añadió 2 U de RNAsa H (2 U/IJL, New 

England) y 4 !JL de ARNasa A (1 00 mg/mL, Sigma). Se incubó a 37 oc durante 30 minutos 

y se diluyó a un volumen final de 100 !Jl. Como control para los experimentos de RT-PCR 

se empleó el gen nuclear de la actina, cuyos oligonucleótidos flanquean un intrón de 

forma que se obtiene un amplicón de 209 pb en ADNc y 429 pb en ADN genómico. La 

actina al ser un gen constitutivo se utilizó como control positivo para corroborar que la 
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carga en el gel haya sido homogénea y que los componentes de la reacción de RT -PCR 

funcionaran adecuadamente. Estos oligonucleótidos también se usaron como control 

negativo en la muestra sin retrotranscriptasa donde no se debe observar amplificación, ya 

que un amplicón de 429 pb sería un indicador de contaminación con ADNg . 

3.2.11 Análisis de expresión 

El análisis de expresión se realizó empleando como molde el ADNc generado según lo 

descrito en el apartado anterior. La reacción de PCR general consistió de lo siguiente: 5 

1-JL del ADNc, oligonucleótido sentido 1 O 1-JM (1 1-JL) , oligonucleótido antisentido 1 O 1-JM (1 

1-JL) , dNTP's 1 O mM (1 1-JL) , MgCI2 50 mM (1.5 1-JL) , amortiguador de PCR 1 OX (1 X) , H20UP 

(40.3 1-JL) , Taq polimerasa 5 U/1-JL (1 U). En el caso de la amplificación de CrPAP4 se 

adicionó 1X del reactivo CES 5X (Ralser et al., 2006) , El programa general de la reacción 

de PCR fue el siguiente: 1) desnaturalización inicial a 95 oc durante 3 minutos, 2) 

desnaturalización a 95° C durante 30 segundos, 3) alineamiento a 50 oc para CrPAP1 y a 

55° C para CrPAP2 a CrPAP6 durante 30 segundos, 4) extensión a 72 oc durante 1 

minuto, 39 repeticiones del paso 2 al 4 y una extensión final a 72 oc durante 5 minutos. 

3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Concentración celular de C. reinhardtii en respuesta a la presencia de 

IPs en el medio de cultivo 

Se demostró que C. reinhardtii fue capaz de crecer en medio TA suplementado con IPs 

como única fuente de P (TA+IPs) (Fig . 3.3a) , alcanzando una concentración celular de 6.6 

±0.29 x 1 as células mL-1, mientras que se alcanzó una concentración de 11 .37 ±1 .05 x 1 os 

células mL-1 en medio TAP, y de 17.09 ±1 .5 x 10s células mL-1 en medio TAP+IPs (Fig. 

3.3b). 
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Figura 3.3 Efecto del IP6 sobre el cultivo de C. reinhardtii. Cultivos de C. reinhardtii a los siete días 

en medio líquido bajo los tratamientos TAP, TAP+IP6 , TA+IP6 y TA, dos réplicas (a y e) . 

Concentración celular de los cultivos de C. reinhardtii después de siete días en medio líquido bajo 

los tratamientos TAP, TAP+IP6, TA+IP6 y TA, dos replicas, (by d) . 

Este experimento se repitió con la finalidad de corroborar los resultados y se observó el 

mismo patrón de crecimiento que en el experimento anterior (Figura 3.3c). Por otro lado, 

aunque la concentración celular fue menor en este segundo experimento, la tendencia se 

mantuvo, como se puede observar en la Figura 3.3d. La concentración celular del medio 

TA+IP6 fue de 5.59 ± 0.36 x 106 células mL-\ mientras que en el medio TAP se alcanzó 

8.31 ± 0.81 x 106 células mL-1 y de 11.21 ± 0.25 x 106 células mL-1 en medio TAP+IP6 

(Figura 3.3d). Como se esperaba, en el medio TA no hubo crecimiento alguno debido a 

que se suprimió la fuente de P. Como se puede observar, los datos anteriores indican que 

C. reinhardtii es capaz de crecer en presencia de IP6, incluso si ésta es la única fuente de 

fósforo. Sin embargo, dada la importancia del fósforo en las funciones vitales de los 
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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 proteinas de C. reinhardtii en respuesta a la 

presencia de IP6 en el medio de cultivo 

Con respecto al perfil de proteínas, se encontraron diferencias tanto en el perfil 

electroforético intracelular como en el perfil electroforético extracelular (PEI y PEE 

respectivamente) de los diferentes cultivos de C. reinhardtii en los tratamientos TAP, 

TAP+IP6 y TA+IP6 , (Figura 3.4a y 3.4b). Una banda de -44 kDa fue observada 

exclusivamente en el PEI de los cultivos en presencia de IP6 , mientras que una banda de 

-145 kDa fue encontrada únicamente en el PEE del cultivo correspondiente al tratamiento 

TA+IP6. También , en el PEE se observó que a diferencia del tratamiento TAP, en los 

tratamientos TAP+IP6 y TA+IP6 aparecieron bandas de -49 y -92 kDa; sin embargo, esta 

última disminuyó su intensidad en el tratamiento TA+IP6 , así como también lo hicieron las 

bandas de -71 y -11 O kDa. Los valores del peso molecular de cada banda fueron 

calculados mediante una curva de regresión lineal con una R2 de 0.95. Con el fin de 

confirmar los datos observados, se replicó el experimento y los resultados fueron similares 

(Figura 3.4c y 3.4d). 
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Figura 3.4 Perfil de proteínas de cultivos de C. reinhardtii después de siete días de cultivo en los 

tratamientos TAP, TAP+IP6 , TA+IP6 . Perfil electroforético intracelular dos réplicas (a y e) . Perfil 

electroforético extracelular dos réplicas (b y d). Los pesos moleculares fueron calculados de 

acuerdo a una curva de calibración (R2=0.95) . 
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3.3.3 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

La calidad del ARN utilizado para la síntesis de ADNc se presenta en la Figura 3.5, y la 

concentración de ARN de cada una de las muestras se presenta en el Cuadro 3.2. Dado 

que en el caso del tratamiento sin fuente de P no hubo crecimiento celular, la 

cuantificación de ARN se señala como no determinado (ND) para dicho tratamiento. La 

síntesis de ADNc se realizó tomando 5 IJg de ARN de cada muestra para posteriormente 

realizar el análisis de expresión de los genes CrPAP1-6. 

TAP TAP+IP6 IP6 

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

deGE 

Cuadro 3.2 Concentración y pureza del ARN extraído de C. reinhardtii cultivado en los diferentes 

tratamientos . 

Tratamiento [IJQ/IJL] 260/280 

TAP 1.09 1.79 

TAP+IPs 0.75 1.84 

TA-P ND ND 

IPs 0.36 1.81 
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3.3.4 Análisis de expresión de los genes CrPAP1-6 de C. reinhardtii en 

respuesta a la presencia de IP6 en el medio de cultivo 

La expresión de los seis genes CrPAP fue evaluada por medio de RT -PCR. Este análisis 

se corroboró 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 3.6a y 3.6b. 

La expresión 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 presentó una muy baja expresión en todos los tratamientos, 

particularmente en el tratamiento TA+IP6 . Para este gen se observó un amplicón 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 predicción incorrecta de un exón , ya que se sabe que 

para un gen típico de Arabidopsis con cinco exones, al menos uno de ellos se espera que 

sus límites se encuentren mal predichos ab initio por el programa predictor (Rhee et al., 

2006). Por su parte, la expresión de CrPAP1 no fue detectada o fue apenas detectable en 

el tratamiento TAP. En el tratamiento TAP+IP6 se detectó una banda de muy baja 

intensidad, lo que sugiere una muy baja expresión de CrPAP1 bajo este tratamiento. Sin 

embargo, e interesantemente, en el tratamiento TA+IP6 se observó una banda intensa del 

amplicón de -200 pb predicho para CrPAP1 , lo que sugiere una expresión elevada de 

este gen bajo el tratamiento que contiene IP6 como única fuente de fósforo. 

En el caso de CrPAP5, su expresión fue detectada únicamente en el tratamiento TA+IP6 

observándose el amplicón de -300 pb predicho, mientras que en los tratamientos TAP y 

TAP+IP6 no fue posible detectar amplicón alguno de este gen en el gel de electroforesis. 

Lo anterior sugiere una muy baja o nula expresión de CrPAP5 bajo tratamientos que 

contienen KH2P04 y K2HP04 aportados por el medio TAP, y que esta expresión es 

inducida en ausencia de estas fuentes de fósforo . 
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Figura 3.6 Análisis de la expresión de los genes CrPAP1-6 de C. reinhardtii después de siete días 

de cultivo en los tratamientos TAP, TAP+IP6 , TA+IP6. Dos réplicas (a y b) . CrActin: actina de C. 

reinhardtii; M: marcador de peso molecular 2-log . 
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3.4 DISCUSION 

Quisel y colaboradores (1996) mencionaron que C. reínhardtíí había sido capaz de crecer 

en un medio suplementado únicamente con IP6 como fuente de P, sin emabrgo no 

presentan evidencia de ello. En el presente estudio, se presentan evidencias de que C. 

reínhardtíí fue capaz de crecer en un medio suplementado exclusivamente con IP6 como 

fuente de P. 

La alta concentración celular encontrada en el cultivo de C. reínhardtíí correspondiente al 

tratamiento TAP+IP6 , podría ser atribuida al incremento en la cantidad de P disponible en 

el medio de cultivo, asumiendo que el IP6 presente en el medio está siendo desfosforilado 

por alguna fitasa endógena de la microalga. Por el contrario, la baja concentración celular 

encontrada en el tratamiento TA+IP6 podría deberse a que bajo este tratamiento C. 

reínhardtíí depende única y exclusivamente del P obtenido a partir de la desfoforilación del 

IP6 por alguna fitasa endógena de la microalga, y si la eficiencia de esta desfosforilación 

no resulta en la misma disponibilidad de P en el medio de cultivo que se tendría con el 

TAP, entonces ésta pudiera ser la causa de la menor concentración celular encontrada en 

el tratamiento TA+IP6 . 

Maenz y colaboradores (1999) mencionan que a pH neutro, los cationes como el Ca2+, 

Mg2+, Mn2+, Fe2+, Fe3+ y Zn2+ inhiben en un 50% la actividad de la fitasa de Aspergíllus 

níger sobre el IP6 , por lo que también cabe la posibilidad de que la baja concentración 

celular observada en el tratamiento TA+IP6 se deba a una hidrólisis parcial del IP6 , 

provocada por la interferencia de los cationes presentes en el medio TA (pH = 7.00) con la 

actividad de las enzimas involucradas en dicha hidrólisis. 

Por su parte, el IP6 es un agente quelante de cationes minerales de significancia 

nutricional, como es el caso de K+2 y Mg+2
, así como de ca+2

, zn+2
, Fe+2 y cu+2 (Lopez et 

al. , 2002). Este fenómeno podría ser la explicación del cambio de coloración observado 

entre el cultivo en medio TAP y los cultivos en medios con presencia de IP6 , ya que dicha 

coloración es similar a la que presentan los cultivos de C. reínhardtíí deficientes en zn+2 y 

Fe+2 (Kropat et al. 2011). Además, el efecto quelante del IP6 podría estar afectando a las 

clorofilas al no permitirles unir el Mg+2
, el cual forma parte importante de estas moléculas 

(Urbano et al., 2000). Por otro lado, Blevins (1999) menciona que para que se dé una 
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correcta asimilación del Mg+2
, es necesario un nivel adecuado de P, que permita generar 

la cantidad suficiente de ATP para activar los canales permeables a Mg+2 y otras 

moléculas. Estas dos teorías podrían explicar satisfactoriamente la diferencia de 

coloración en los tratamientos con presencia de IP6 ; sin embargo, serían necesarios otros 

estudios para resolver esta interesante cuestión en un futuro. 

Se observó también que la presencia de IP6 en el medio de cultivo propició cambios en el 

perfil de electroforesis de proteínas de C. reinhardtii. La variación encontrada en los 

perfiles electroforéticos de proteínas, tanto intracelular como extracelular (Figura 3.4) 

podrían ser parte de las adaptaciones metabólicas 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 acumulación diferencial de proteínas bajo esa condición , lo que 

indica un cambio extenso en la expresión de genes, así como en el recambio de las 

proteínas (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 número de fosfatasas presentes, ya que algunos autores como Matagne y 

colaboradores (1976) sugieren que existen dos fosfatasas ácidas constitutivas, una 

fosfatasa neutral y dos alcalinas inducibles, en tanto que Patni y colaboradores (1977) 

argumentan que únicamente existen dos fosfatasas, una ácida y una alcalina. Por otro 

lado, Quise! 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 bioquímico utilizando diferentes substratos como el p-nitrofenil fosfato , el a-glicerol 

fosfato, naftil fosfato y el IP6 . Sin embargo, ninguna de las fosfatasas fue capaz de 

degradar a este último substrato. Ninguna de las fosfatasas estudiadas en C. reinhardtii 

ha sido caracterizada a nivel molecular, por lo que es difícil hacer una comparación entre 

ellas. 

Los resultados del cultivo de C. reinhardtii con IP6 como fuente de P sugieren que esta 

microalga posee una fitasa endógena que aún no ha sido caracterizada, y que le permite 

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

Las fosfatasas de la clase PAP han sido mayormente estudiadas por su participación 

potencial en la nutrición por P, ya que son capaces de catalizar la hidrólisis de varios 
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ésteres y anhidros de fosfato (Oddie et al., 2000; Li et al. , 2002). La función que ejercen 

en el reciclamiento de P es crucial para el metabolismo celular y en apariencia la 

inducción de las PAPs intracelulares, así como de aquellas que son secretadas, es una 

respuesta universal de las plantas ante condiciones de deficiencia de P (Tran et al., 201 O). 

Hasta la fecha, no se conocen ni se han caracterizado PAPs con o sin actividad de fitasa 

en C. reinhardtii, por lo que en este capítulo se evaluó la expresión de los seis genes 

CrPAP identificados en el capítulo anterior usando IP6 como única fuente de P. 

La expresión de los genes CrPAP2, CrPAP4 y CrPAP6 se mantuvo sin afectaciones ante 

la modificación en la forma de P proporcionada. lnteresantemente, los genes Atphy y 

AtPAP23 de Arabidopsis thaliana , que codifican para fitasas de la clase PAP, son 

expresados de manera constitutiva y no se ven afectados por condiciones de privación de 

P (Wang et al. , 2009; Kuang et al., 2009; Zhu et al., 2005). Por esta razón no se puede 

descartar que los genes CrPAP antes mencionados tengan alguna participación en la 

PSR ya que la regulación pudiese ser a nivel postranscripcional o postraduccional. 

Por su parte, el gen CrPAP3 tuvo una expresión muy baja en todos los tratamientos 

evaluados, y ésta disminuyó aun más en presencia de IP6 como única fuente de P. En 

este sentido es conocido que el Pi puede actuar como un inhibidor competitivo moderado 

de algunas PAPs (Schenk et al. , 2005), por lo tanto, el Pi liberado por la hidrólisis del IP6 

podría actuar como un inhibidor de la expresión del gen CrPAP3. Se sabe que los 

fluoruros, el vanadato, y los oxoaniones tetraédricos como el fosfato pueden inhibir la 

actividad de algunas PAPs (Mitic et al. , 2006; Mcgeary et al., 2009) , y dado que el IPs es 

un compuesto polifosfatado, la liberación de fosfatos a partir de él pudieran de alguna 

manera afectar la expresión de este gen. 

lnteresantemente, se encontró que la expresión de CrPAP1 fue inducida tanto en el medio 

TAP+IP6 como en el TA+IP6 , sugiriendo que la expresión de este gen probablemente esté 

siendo inducida ante la presencia de IP6 y esta respuesta se vería incrementada por la 

ausencia de sales de fosfato aportadas normalmente por el TAP en el medio. Por su 

parte, CrPAP5 solo se expresó en el medio TA+IP6 , lo que sugiere que su expresión 

podría estar siendo negativamente afectada por la presencia de las sales de fosfato antes 

mencionadas, y tal vez su ausencia esté involucrada en la inducción de la expresión de 
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este gen. La inducción de la síntesis de fosfatasas ácidas 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 terrígena , la presencia de IP6 puede inducir la síntesis de 

fitasas (Greiner et al. , 1997; Powar y Jagannathan 1982). Tanto CrPAP1 como CrPAP5 

podrían codificar para fosfatasas involucradas en la PSR. Probablemente tengan actividad 

en el reciclaje de Pi a partir de fuentes orgánicas alternas, las cuales podrían incluir al IPs 

para cualquiera de ellas. Con base en los resultados obtenidos, podemos especular que 

CrPAP1 está involucrado en la utilización del IP6, ya que se observó que este gen fue 

inducido en los tratamientos con presencia de IP6, a diferencia de CrPAP5 que en 

apariencia fue inducido por la ausencia de Pi , ya que únicamente se observó su expresión 

en el medio TA+IP6 . CrPAP1 y CrPAP5 tuvieron pesos moleculares predichos de 60.84 y 

70.22 KDa (Cuadro 2.2) , por lo que se esperaría observar un incremento en la intensidad 

de las bandas de proteína visualizadas mediante SDS-PAGE, sin embargo, bajo el 

tratamiento TA+IP6 no se observa dicho incremento, por el contrario , las bandas de 

proteína 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 

proteína no se encuentre presente, ya que pudiera darse el caso de que la cantidad de 

proteína generada por los genes CrPAP1 y CrPAP5 no sea suficiente para ser detectada 

con la técnica de SDS-PAGE. 

3.5 CONCLUSIONES 
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1. C. reinhardtii fue capaz de crecer en un medio de cultivo con IP6 como la única 

fuente de fósforo presente, por lo que se sugiere que presenta al menos una fitasa 

endógena aún por ser caracterizada. 

2. El tratamiento TAP+IP6 propició un incremento en la concentración celular de C. 

reinhardtii. 

3. La presencia de IP6 en los tratamientos, modificó el perfil proteico de C. reinhardtii, 

tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular. 

4. El análisis de expresión indicó que los genes CrPAP1 y CrPAP5 se comportan 

como genes inducibles. CrPAP1 ante la presencia de IP6 y CrPAP5 ante la 

ausencia de las sales de fósforo del medio TAP. 



CAPÍTULO 111 

5. El análisis de expresión de los genes CrPAP2, CrPAP3, CrPAP4 y CrPAP6 indicó 

que estos genes no responden a tratamientos de déficit de fosfato. 
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CAPÍTULO IV 

4. CONSTRUCCIÓN DE UN PLÁSMIDO RECOMBINANTE CON EL GEN PhyA 

DE Se/enomonas ruminantium PARA LA TRANSFORMACIÓN DEL 

CLOROPLASTO DE C. reinhardtii 

4.1 INTRODUCCIÓN 

Recientemente C. reinhardtii ha ganado relevancia como un sistema para la producción 

de PRs, ya que a diferencia de otros biorreactores presenta ventajas como: la ausencia 

de toxinas, su fácil manipulación a nivel laboratorio así como su rápida multiplicación. 

Además se considera que el período desde la transformación génica hasta la producción 

de PRs es relativamente corto , en comparación con otros organismos (Mayfield et al., 

2007; Franklin et al. , 2004; Rochaix et al., 1995). 

La mayoría de las PRs producidas en C. reinhardtii están destinadas para su uso en el 

área medica, tal es el caso de anticuerpos monoclonales (HSV8-Isc), proteínas 

terapeúticas (hGAD-65) y vacunas orales (CSFV), siendo el cloroplasto el sitio de 

producción preferido ya que permite una mayor acumulación de proteína en comparación 

con el núcleo u otro tipo de biorreactores, de una manera más eficiente y rentable, bajo 

condiciones de completa contención (Wang et al., 2008; He et al. , 2007; Mayfield et al. , 

2003). 

Las fitasas son enzimas muy importantes en el área agropecuaria, ya que son utilizadas 

como aditivo alimenticio en la dieta de los animales monogástricos los cuales tienen una 

capacidad muy limitada de asimilación de fitato (IP6) y por lo tanto, del P contenido en el 

IP6 que es la principal forma de almacenamiento de P en los granos y semillas utilizados 

en la alimentación de estos animales. (Kim et al., 201 O; Leyten et al., 2008; Kies et al., 

2006). No todas las fitasas cumplen con las características de pH, temperatura y 

eficiencia catalítica para que puedan ser utilizadas en la industria agropecuaria por lo que 

es necesario desarrollar nuevas herramientas que permitan la producción recombinante 

de este tipo de enzimas (Yao et al., 2012) . 
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Una fitasa que se ha reportado con las características adecuadas para ser utilizada en la 

alimentación 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, además que ya 

ha sido caracterizada cinéticamente y ha demostrado tener una muy buena actividad en la 

degradación del IPs (Puhl 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 proteína soluble 

total mediante transformación nuclear (Hong et al., 2004). 

Hasta la fecha, solo se conoce un reporte donde se indique el uso del cloroplasto de C. 

reinhardtii como biorreactor para la producción de una fitasa, sin embargo, los 

rendimientos obtenidos en este trabajo fueron muy bajos (1 OU/mg de microalga) (Yoon et 

al., 2011 ). Una combinación de regiones reguladoras atractiva para llevar a cabo la 

producción de la phyAsr de S. ruminantium en el cloroplasto de C. reinhardtii es la región 

promotora y el 5'UTR del gen atpA y el 3'UTR 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 acumulación de ARNm y de proteína. 

Comúnmente, el vector p322 es utilizado para la transformación del cloroplasto de C. 

reinhadtii (Newman et al. , 1991 ), sin embargo, la transformación con este plásmido 

requiere una estrategia de ca-transformación utilizando un segundo plásmido, 

denominado p667, que confiere resistencia a espectinomicina. Una desventaja de esta 

estrategia es que la tasa de recuperación de falsos positivos es alta por lo que se necesita 

de un análisis exhaustivo para dar con la clona de interés. 

Con base en lo anterior, el objetivo de este capítulo fue la obtención del vector pChPhy, 

un plásmido que pueda ser utilizado para la transformación del cloroplasto de C. 

reinhardtii y expresar el gen que codifica para la fitasa phyAsr de la bacteria ruminal S. 

ruminantium utilizando la región promotora y el 5'UTR del gen atpA y el 3'UTR 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 ca­

transformación , ya que cuenta con el gen de selección aadA que le confiere resistencia a 

los antibióticos espectinomicina y estreptomicina. 

102 
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4.2.1 Estrategia experimental 

Clonación de aadA en pRH12 
(pRH12A) 

pChPhy 
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8182 pb 

pRH12 

---------- .. 1 

9784 pb 

pRH1 2A 

Figura 4.1 Estrategia experimental para la construcción del vector que contiene el gen phyA de 

Selenomonas ruminantium (pChPhy). 

4.2.2 Aislamiento in silico de las secuencias del promotor más el 5'UTR del 

gen atpA, 3'UTR del gen psbA de C. reinhardtii y región codificante del gen 

phyASr de S. ruminantium 

Las secuencias reguladoras seleccionadas para llevar a cabo la construcción de 

expresión fueron la región del promotor más el S'UTR (P+S'UTR) del gen atpA y la región 

3' UTR del gen psbA. Estas secuencias fueron seleccionadas con base en el trabajo 

reportado por Barnes y colaboradores (2005). La secuencia del P+S'UTR del gen atpA fue 

aislada in sílíco a partir de la secuencia del genoma del cloroplasto, que se encuentra en 

la base de datos del GenBank con el número de accesión BK000554, en tanto que la 
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secuencia de la región 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 número de accesión 

BK000554. 

El gen recombinante seleccionado para llevar a cabo la producción 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 gen 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 número de accesión AF177214.1. Dicha fitasa 

pertenece a la clase de proteínas fosfatasas de tirosina (PTP) o también conocidas como 

fitasas de cisteína (Chu et al., 2004) y presenta una alta actividad usando fitato como 

sustrato. 

Con la finalidad de facilitar la purificación de la proteína, se aisló la bandera de 

purificación FLAG, la cuál ha sido usado previamente para la purificación de proteínas 

producidas en el cloroplasto de C. reinhardtii (Mayfield et al., 2003). La bandera de 

purificación se obtuvo de la secuencia dada de alta en el GenBank con número de 

accesión AY191459.1. 

Los programas utilizados para aislar y analizar las secuencias antes mencionadas fueron 

Editseq y MegAiign del paquete bioinformático Lasergene de DNAstar. 

4.2.3 Ensamblaje in silico y síntesis de la construcción atpA!phyASrlpsbA 

(cphySr) 

La construcción de expresión comprende a la región promotora más el 5'UTR del gen 

atpA del cloroplasto de C. reinhardtii, el gen phyASr que codifica para la fitasa de S. 

ruminantium y la región 3'UTR del gen psbA del cloroplasto de C. reinhardtii. Además, en 

el extremo 3' de la ORF, se incluyó la secuencia de la bandera de purificación FLAG, justo 

antes del codón de paro. La construcción de expresión fue ensamblada in silico, 

empleando el programa SeqBuilder del paquete bioinformático Lasergene de DNAstar. De 

aquí en adelante a esta construcción la denominaremos como cphySr. 
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La secuencia de la construcción de expresión cphySr fue enviada para su síntesis a la 

compañía alemana GENEART AG (http://www.qeneart.com/), a la cual se le solicitó la 

optimización de la secuencia con el uso del codón del cloroplasto de C. reinhardtii. 

4.2.4 Clonación de la construcción cphySr con los sitios de restricción Sa/1 Y 

Ascl 

La construcción cphySr fue sintetizada por la compañía GENEART, con el sitio de 

restricción BamHI tanto en los extremos 5' como 3' de la construcción. Sin embargo para 

clonarlo en el vector pRH12A fue necesario agregarle nuevos sitios de restricción. Para 

ello la construcción cphySr fue amplificada mediante PCR con oligonucleótidos 

específicos, que adicionalmente añadieron en los extremos 5' y 3' los sitios de restricción 

Sa/1 y Ascl , respectivamente. El programa utilizado fue: 95 oc durante 3 minutos, 95 oc 

durante 1 minuto, 60 oc durante 30 segundos, 68 oc durante 2 minutos, se repitió 15 

veces del paso 2 al 4 y finalmente una extensión final a 68 oc durante 5 minutos. La 

enzima empleada para llevar a cabo la reacción fue la Expand Long Template PCR 

System (Roche). El producto de PCR fue clonado en el vector p-GEM-T-easy (Promega) y 

fue enviado para su secuenciación Clemson University Genomics lnstitute (CUGI). 

4.2.5 Aislamiento in si/ico de las secuencias promotor más 5'UTR (P+5'UTR) 

y 3'UTR del gen rbcL de C. reinhardtii y región codificante del gen aadA de E. 

coli 

Las secuencias reguladoras P+5'UTR y 3'UTR del gen rbcL de C. reinhardtii, fueron 

aisladas a partir de la secuencia del genoma del cloroplasto que se encuentra en la base 

de datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con el número de accesión 

BK000554.2. Estas secuencias fueron seleccionadas con base en el trabajo reportado por 

Goldschmidt-Ciermont (1991 ), donde fueron empleadas para llevar a cabo la expresión 

del gen de resistencia aadA. 

El gen de resistencia seleccionado fue el gen aadA (Hollingshead y Vapnek, 1985) nativo 

de la bacteria E. coli y su secuencia (No. accesión X02340.1) fue obtenida del GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Dicho gen codifica para la proteína estreptomicina 

adenil transferasa la cuál confiere resistencia a los antibióticos estreptomicina y 
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espectinomicina que son usados como medio de selección de las clonas transformadas. 

Los programas utilizados para aislar y analizar las secuencias antes mencionadas fueron 

Editseq y MegAiign, del paquete bioinformático Lasergene de DNAstar. 

4.2.6 Ensamblaje in silico y síntesis de la construcción rbcL/aadA!rbcL 

(aadA) 

La construcción de expresión que comprende a la región P+5'UTR del gen rbcL del 

cloroplasto de C. reinhardtii, el gen aadA que codifica para el gen de resistencia 

estreptomicina adenil transferasa y la región 3'UTR del gen rbcL del cloroplasto de C. 

reinhardtii fueron ensambladas in silico empleando el programa SeqBuilder del paquete 

bioinformático Lasergene de DNAstar. De aquí en adelante a esta construcción se le 

denominará aadA. 

La secuencia de la construcción de expresión aadA fue enviada para su síntesis a la 

compañía alemana GENEART AG (http://www.geneart.com/). Se solicitó la optimización 

del uso de codones del cloroplasto de C. reinhardtii, así como la inserción del sitio de 

reconocimiento para la enzima de restricción BamHI en el extremo 5' y Notl, Sma/ y Sa/1 

en el extremo 3' de la secuencia. 

4.2.7 Clonación de la región de recombinación homóloga 2 {RRH2) en el 

vector pGEM-T-easy 

La región de recombinación homóloga de -2.0 Kb (RRH2) se amplificó mediante PCR, 

usando como molde el plásmido p322 obtenido del Centro de Chlamydomonas 

(www.chlamy.org). Este plásmido contiene las reg iones de recombinación homóloga que 

permiten la inserción del gen de interés en una región intergénica presentes en el genoma 

del cloroplasto entre los genes psbA y 23S. Los oligonucleótidos empleados fueron 

diseñados para adicionar los sitios de restricción Pstl, Ase/, EcoRV y Xhol en el extremo 

5', y Sphl en el extremo 3' de la secuencia amplificada. El programa que se utilizó fue: 95 

oc durante 3 minutos, 95 oc durante 1 minuto, 58 oc durante 30 segundos, 68 oc durante 

2 minutos, se repitió 15 veces del paso 2 al 4 y finalmente una extensión final a 68 oc 
durante 5 minutos. La enzima que se utilizó para llevar a cabo la reacción fue la Expand 
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Long Template PCR System (Roche). El producto de PCR fue clonado en el vector 

pGEM-T-easy (Promega) y enviado para su secuenciación al CUGI. Se seleccionó una 

clona con la secuencia correcta para su posterior uso. 

4.2.8 Obtención del plásmido de transformación pChPhy 

4.2.8.1 Transformación de células competentes 

Se realizó la transformación de células competentes de E. coli DH1 OB, siguiendo el 

protocolo de pGEM-T-easy (Promega) . Las células transformadas fueron plaqueadas en 

cajas de Petri con medio de selección LB sólido adicionado con ampicilina (1 O mg/mL), 

Xgal (80 IJg/mL), e IPTG (0.5 mM) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Las 

colonias blancas fueron seleccionadas y propagadas en medio de selección LB líquido, 

adicionado con ampicilina (1 O mg/mL). 

4.2.8.2 Purificación de fragmentos empleados en la clonación 

La purificación de los fragmentos empleados para ensamblar la construcción pChphy se 

realizó ya sea en líquido con el Kit High Pure PCR (Roche) siguiendo las indicaciones del 

proveedor y eluyendo en un volumen de 40 1JL o mediante la purificiación a partir de una 

electroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio. Las bandas de, interés 

fueron escindidadas del gel con un bisturí y purificadas con el Kit QIAquick Gel Extraction 

(Quiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

4.2.8.3 Ligación de fragmentos 

La ligación de los fragmentos purificados se llevó a cabo con 20 U de la enzima T 4 DNA 

ligasa 20 U/IJL y amortiguador T4-DNA ligasa 10X (1X) en un volmen final de 10 IJL. El 

volumen de vector e inserto a ligar vario según el fragmento con el que se estuviera 

trabajando al momento. La ligación se dejó incubando a 16 oc durante toda la noche y 

posteriormente se inactivó a 65 oc durante 20 minutos 
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4.2.8.4 Purificación de plásmido 

Los plásmidos obtenidos en cada etapa de la elaboación de esta contrucción fueron 

purificados por medio del Kit comercial High Pure Plasmid lsolation (Roche) siguendo las 

instrucciones del proveedor. 

4.2.8.5 Clonación de la región de recombinación homóloga 2 (RRH2) en el 

vector pUC18 

El vector de clonación utilizado como base para elaborar el vector de transformación fue 

el pUC18 (Stratagene) . Este plásmido sirvió como esqueleto para ensamblar el vector de 

transformación para el cloroplasto . El primer paso para ensamblar el vector de 

transformación , fue la inserción de la región de recombinación homóloga de -2.0 Kb 

(RRH2) en el vector pUC18 entre los sitios de restricción Pstl y SpHI. La reacción de 

digestión tanto para el vector pUC18 como para el plásmido donde se encontraba el 

inserto (RRH2), constó de los siguiente componentes: Plásmido 1 iJL, amortiguador 

apropiado para la enzima 1 OX (1X) , BSA 1 OOX (1X) , Sph/1 O U/¡JL (5U) , Pst/20 U/IJL (20 

U) en un volumen final de 50 iJL. Se incubó a 37 oc durante 2 horas y posteriormente se 

inactivó a 80 °C durante 20 minutos. La digestión del vector pUC18 fue purificada en 

líquido, en tanto que la digestión correspondiente al inserto RRH2 fue separada en una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % durante 50 minutos y purificada como se 

describió anteriormente. La ligación de los fragmentos purificados se llevó a cabo usando: 

4 iJL de vector y 4 iJL de inserto. Pasado el tiempo de incubación de la ligación , se realizó 

la transformación de células competentes y posteriormente se aislo el plásmido como fue 

descrito previamente. Se verificó la integridad del plásmido mediante una digestión con 

las enzimas de restricción Pstl y Sphl como se describió anteriormente. El plásmido 

generado en esta etapa se le nombró como pRH2. 

4.2.8.6 Clonación de la región de recombinación homóloga 1 (RRH1) en el 

vector pRH2 

La región de recombinación homóloga de -3.5 Kb (RRH1) , contenida originalmente en el 

p322, fue subclonada en el vector pRH2 entre los sitios de restricción EcoRI y BamHI. La 

reacción de digestión , tanto para el vector como para el plásmido que contenía el inserto, 
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constó de lo siguiente: Plásmido 1 !JL, amortiguador apropiado para la enzima 1 OX (1X), 

BSA 1 OOX (1 X) , BamHI 20 U/!JL (20U) , EcoRI 20 U/!JL (20 U). Se incubó a 37 °C durante 

dos horas y posteriormente se inactivó a 65 oc durante 20 minutos. La digestión 

correspondiente al vector fue purificado a partir de un gel de agarosa 1.2 % como fue 

descrito previamente. La digestión del inserto fue purificada a paritr de un gel de agarosa 

al 1.5 %. Los fragmentos purificados fueron ligados empleando 41JL de vector y 41JL de 

inserto. Las células competentes fueron transformadas con el resultado de la ligación 

previa y el plásmido fue extraído como se describió anteriormente. La integridad del 

plásmido generado se verificó mediante una digestión con las enzimas de restricción 

BamHI y EcoRI de la misma manera a la descrita anteriormente. El plásmido generado en 

esta etapa se le nombró pRH12. 

4.2.8.7 Clonación de la construcción de expresión aadA en el vector pRH12 

La construcción de expresión aadA, sintetizada por la compañía GENEART, se 

encontraba en el vector pMA, el cual es utilizado como esqueleto estándar por esta 

compañía. La construcción de expresión fue escindida del vector pMA mediante una 

digestión con las enzimas BamHI y Sa/1 . De manera semejante, el vector pRH12 fue 

digerido con esta misma combinación de enzimas. La reacción de digestión constó de 

plásmido (1 !JL), amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X), BSA 100X (1X), BamHI 

20 U/!JL (20U) Sa/1 20 U/!JL (20U) en un volumen final de 50 !Jl. La digestión del vector 

fue purificada a partir de un un gel de agarosa al 1.2 % como ya fue previamente descrito 

en tanto que la digestión del inserto fue purificada a partir de una electroforesis con un gel 

de agarosa al 1.5 %. Los fragmentos purificados fueron ligados empleando 5 !JL de vector 

y 8 !JL de inserto en un volumen final de 20 !JL. Con la ligación obtenida, se realizó la 

transformación de células competentes como ya fue descrito anteriormente y 

posteriormente el plásmido fue purificado como se descrbe en el apartado 4.2.8.4. Se 

verificó la integridad del plásmido extraído mediante una digestión con las enzimas de 

restricción BamHI y Sa/1 , de la misma manera a la descrita anteriormente. El plásmido 

generado en esta etapa se le nombró pRH12A. 
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4.2.8.8 Clonación de la construcción de expresión cphySr en el vector 

pRH12A 

La construcción de expresión cphySr proveniente de pGEM-T Easy fue sub-clonada en el 

vector pRH12A entre los sitios de restricción Sa/1 y Ascl. El vector pRH12A fue digerido en 

primera instancia con la enzima Ascl ; la reacción se conformó de los siguientes reactivos: 

plásmido 2.5 iJL, amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X) , Ascl 10 U/¡JL (10U) en 

un volumen final de 50 ¡Jl. La reacción fue incubada a 37 oc durante 6 horas, 

posteriormente la reacción fue inactivada a 80 oc durante 20 minutos y fue purificada en 

líquido con el Kit High Pure PCR (Roche) . La segunda digestión fue realizada con la 

enzima Sa/1 y la reacción constó de 40 IJL de la elución obtenida de la purificación de la 

digestión previa , amortiguador apropiado para la enzima 1 OX (1X) Sa/1 20 U/¡JL (20U) en 

un volumen final de 50 IJL y incubó a 37 oc durante dos horas. La enzima fue inactivada a 

65 oc durante 20 minutos y purificada en líquido con el Kit High Pure PCR (Roche). 

En el caso de cphySr, la primera digestión fue realizada con la enzima Ascl y la reacción 

de digestión fue compuesta de lo siguiente: plásmido 2.5 IJL, amortiguador apropiado para 

la enzima 1 OX (1X), Ascl 1 O U/IJL (1 OU) en un volumen final de 50 IJL. Se incubó a 37 oc 
durante toda la noche y posteriormente fue inactivada a 80 oc durante 20 minutos. La 

digestión fue purificada en líquido con el Kit High Pure PCR (Roche) . La segunda 

digestión fue realizada con la enzima Sa/1 y constó de 40 IJL de la elución obtenida de la 

purificación de la digestión previa, amortiguador apropiado para la enzima 10X (1X) Sa/1 

20 U/IJL (20 U) en un volumen final de 50 IJL y fue incubada a 37 oc durante toda la 

noche, posteriormente la enzima fue inactivada a 65 oc durante 20 minutos. La digestión 

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 T 4-DNA ligasa 

tomando 3 iJL del vector y 5 iJL del inserto. Se realizó la transformación de las células 

competentes con el vector generado y posteriormente el plásmido fue extraído como se 

describió en el apartado 4.2.8.4. La integridad del vector fue verificada mediante una 

digestión con las enzimas de restricción EcoRV y Notl. La reacción de digestión con las 

enzimas antes mencionadas fue conformada de la siguiente manera: plásmido 1 iJL, 

amortiguador apropiado para la enzima 1 OX (1X), BSA 1 OOX (1X) , EcoRV 20 U/IJL (20U) , 

Notl 1 O U/iJL (1 OU) , en un volumen final de 50 IJL. El plásmido generado en esta etapa fue 
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nombrado pChPhy. 

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 Ensamblaje in silico y síntesis de la construcción atpA!phyASrlpsbA 

(cphySr) 

4.3.1.1 Ensamblaje de la construcción de expresión cphySr 

El ensamblaje de la construcción de expresión fue realizado in silico utilizando el 

programa SeqBuilder de DNAstar de Lasergene. El esquema general de la construcción 

de expresión se puede observar en la Figura 4.2. 

Bam Hl 

1 1200 isoo 

~ 
1 
Signa\ peptide 

1800 11000 ¡1200 1 1400 

Bam Hl 
1 

Figura 4.2 Esquema general de la construcción de expresión cphySr. 

La secuencia de la construcción de expresión cphySr se puede ver en la Figura 4.3. 

Una vez ensamblada la construcción de expresión , se verificó su integridad realizando los 

alineamientos correspondientes con cada uno de sus componentes utilizando el programa 

MegAiign de DNAstar (Anexos 2, 3 y 4). 

1 GGATCCCATT TTTATAACTG GTCTCAAAAT ACCTATAAAC CCATTGTTCT TCTCTTTTAG 
61 CTCTAAGAAC AATCAATTTA TAAATATATT TATTATTATG CTATAATATA AATACTATAT 

121 AAA~ATTT ACCTTTTTAT AAATACATTT ACCTTTTTTT TAATTTGCAT GATTTTAATG 
181 CTT TGCTAT CTTTTTTATT TAGTCCATAA AACCTTTAAA GGACCTTTTC TTATGGGATA 
241 TTTATATTTT CCTAACAAAG CAATCGGCGT CATAAACTTT AGTTGCTTAC GACGCCTGTG 
301 GACGTCCCCC CCTTCCCCTT ACGGGCAAGT AAACTTAGGG ATTTTAATGC AATAAATAAA 
361 TTTGTCCTCT TCGGGCAAAT GAATTTTAGT ATTTAAATAT GACAAGGGTG AACCATTACT 
421 TTTGTTAACA AGTGATCTTA CCACTCACTA TTTTTGTTGA ATTTTAAACT TATTTAAAAT 
481 TCTCGAGAAA GATTTTAAAA ATAAACTTTT TTAATCTTTT ATTTATTTTT TCTTTTTT 
541 TACTGG CAGAAGCATG CCGTTCTTTG TAGTCTCTTG GTCGGCGCAT CCCTCTGGAT 
601 ACTGCCGCAG GCCGATGCGG CCAAGGCGCC GGAGCAGACG GTGACGGAGC CCGTTGGGAG 
661 CTACGCGCGC GCGGAGCGGC CGCAGGACTT CGAGGGCTTT GTCTGGCGCC TCGACAACGA 
721 CGGCAAGGAG GCGTTGCCGC GTAATTTCCG CACGTCGGCT GACGCGCTGC GCGCGCCGGA 
781 GAAGAAATTC CATCTCGACG CCGCGTATGT ACCGTCGCGC GAGGGCATGG ATGCACTCCA 
841 TATCTCGGGC AGTTCCGCAT TCACGCCGGC GCAGCTCAAG AACGTTGCCG CGAAGCTGCG 
901 GGAGAAGACG GCTGGCCCCA TCTACGATGT CGACCTACGG CAGGAGTCGC ACGGCTATCT 
961 CGACGGTATC CCCGTGAGCT GGTACGGCGA GCGCGACTGG GCAAATCTCG GCAAGAGCCA 

1021 GCATGAGGCG CTCGCCGACG AGCGGCACCG CTTGCACGCA GCGCTCCATA AGACGGTCTA 
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1081 CATCGCGCCG CTCGGCAAGC ACAAGCTCCC CGAGGGCGGC GAAGTCCGCC GCGTACAGAA 
1141 GGTGCAGACG GAACAGGAAG TCGCCGAGGC CGCGGGGATG CGCTATTTCC GCATCGCGGC 
1201 GACGGATCAT GTCTGGCCAA CGCCGGAGAA CATCGACCGC TTCCTCGCGT TTTACCGCAC 
1261 GCTGCCGCAG GATGCGTGGC TCCATTTCCA TTGTGAAGCC GGTGTCGGCC GCACGACGGC 
1321 GTTCATGGTC ATGACGGATA TGCTGAAGAA CCCGTCCGTA TCGCTCAAGG ACATCCTCTA 
1381 TCGCCAGCAC GAGATCGGCG GCTTTTACTA CGGGGAGTTC CCCATCAAGA CGAAGGATAA 
1441 AGATAGCTGG AAGACGAAAT ATTATAGGGA AAAGATCGTG ATGATCGAGC AGTTCTACCG 
1501 CTATGTGCAG GAGAACCGCG CGGATGGCTA CCAGACGCCG TGGTCGGTCT GGCTCAAGAG 
1561 CCATCCGGCG AAGGCGGATT ATAAAGATGA TGATGATAAA TAATTTTTTT TTAAACTAAA 
1621 ATAAATCTGG TTAACCATAC CTGGTTTATT TTAGTTTAGT TTATACACAC TTTTCATATA 
1681 TATATACTTA ATAGCTACCA TAGGCAGTTG GCAGGACGTC CCCTTACGGG ACAAATGTAT 
1741 TTATTGTTGC CTGCCAACTG CCTAATATAA ATATTAGTGG ACGTCCCCTT CCCCTTACGG 
1801 GCAAGTAAAC TTAGGGATTT TAATGCTCCG TTAGGAGGCA AATAAATTTT AGTGGCAGTT 
1861 GCCTCGCCTA TCGGCTAACA AGTTCCTTCG GAGTATATAA ATATCCTGCC AACTGCCGAT 
1921 ATTTATATAC TAGGCAGTGG CGGTACCACT CGACGGATCC . 

Figura 4.3 Secuencia de la construcción de expresión cphySr ensamblada in silico. Se indica con 

sombreado gris oscuro el codón de inicio de la ORF del gen phyA de la bacteria Selenomonas 

ruminantium; con sombreado gris claro el codón de paro de la ORF del mismo gen; subrayado se 

señala la etiqueta de purificación FLAG; la flecha indica el sitio de inicio de la transcripción 

(lshikura et al., 1999; O ron et al., 1982). 

Tras el alineamiento de cada uno de los fragmentos que forman parte de la construcción 

de expresión cphySr se pudo observar que todas las secuencias usadas para llevar a 

cabo el ensamblaje in silico coincidían con las secuencias originales de donde fueron 

tomadas. Las regiones donde no existe dicha coincidencia se debe a la presencia de 

sitios de restricción que fueron añadidos en el caso de la secuencia del plásmido p322 y a 

la presencia de la etiqueta de purificación que fue añadida en el extremo 5' de la ORF del 

gen phyASr, la cual corresponde al FLAG. 

4.3.1.2 Síntesis de la construcción cphySr 

Una vez corroborada la secuencia ensamblada in silico, fue enviada a la compañía 

alemana GENEART AG, quienes al recibir la secuencia inmediatamente nos enviaron la 

secuencia modificada con el uso de codón 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 

comparación. 
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Figura 4.4 Alineamiento de la secuencia sintetizada y optimizada con el uso de codón de C. 

reinhardtii por GENEART. cphySr: secuencia no optimizada con el uso de codón del cloroplasto de 

C. reinhardtii. cphySr 1064468: secuencia optimizada con el uso de codón del cloroplasto de C. 

reinhardtii. En el recuadro naranja se puede observar la secuencia correspondiente a la etiqueta de 

purificación FLAG. 

Como se puede observar en la Figura previa, tanto el extremo 5' como el extremo 3' de 

ambas secuencias coinciden en su totalidad. Estos extremos corresponden a las regiones 

reguladoras P+5'UTR del gen atpA y 3'UTR del gen psbA y su coincidencia se debe a que 

estas regiones provienen del genoma de C. reinhardtii, por lo que no es necesario hacer 

modificación alguna del uso del codón. La región codificante del gen phyASr fue la única 

que sufrió modificaciones debido al cambio de uso de codón. Sin embargo, la etiqueta 

FLAG en el extremo 5' de la región codificante no sufrió modificación , ya que la secuencia 

de esta bandera fue tomada de una secuencia que había sido previamente optimizada 

con el uso de codón del cloroplasto de C. reinhardtii 
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Se llevó a cabo la traducción in silico de las regiones codificantes, tanto de la secuencia 

sin optimizar, como de la reportada por Cheng y colaboradores (1999) y la secuencia con 

el uso de codón del cloroplasto de C. reinhardtii. La traducción in silico de la secuencia 

optimizada con el uso del codón del cloroplasto fue correcta, ya que coincide con la 

traducción de la secuencia no optimizada y con la reportada por Cheng y colaboradores 

(1999). Dicho alineamiento se puede observar en el Anexo 5. 

Con este resultado, la compañía GENEART procedió con la síntesis de la construcción de 

expresión cphySr. 

4.3.1.3 Clonación de la construcción cphySr con los sitios de restricción Sal/ 

yAscl 

La construcción cphySr fue obtenida por medio de PCR, usando 15 ciclos con la finalidad 

de minimizar posibles errores introducidos por la enzima Expand Long Template de 

Roche. La amplificación de cphySr se observa en la Figura 4.5. 

M 1 e-

Figura 4.5 Amplificación por PCR de cphySr (-2 .0 Kb) . La amplificación se realizó a 15 ciclos a 

una temperatura de alineamiento de 58 °C. M: Marcador de 1 Kb ladder plus (NEB) ; 1: Producto de 

PCR. C-: Control negativo de la reacción. 

El producto de la reacción de PCR mostrado anteriormente fue clonado en el vector 

pGEM-T-easy, lo cual fue comprobado mediante una digestión con la enzima de 

restricción EcoRI. El resultado de esta digestión fue la visualización de dos bandas, la 
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primera de -3.0 Kb que corresponde al vector p-GEM-T-easy y la segunda de -2.0 Kb 

que corresponde a la cphySr (Figura 4.6). 

3.0Kb 
2.0Kb 

M 1 2 3 4 S 

Figura 4.6 Verificación de la clonación de cphySr (-2.0 Kb) en pGEM-T-easy (-3 .0 Kb). Patrón de 

electroforesis generado por EcoRI. M: Marcador de 1 Kb ladder plus (NEB); 1 al 5: Clonas 

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

Se enviaron a secuenciar varias clonas al CUGI hasta que se obtuvo una clona (clona 1 O) 

con la secuencia íntegra, como se puede ver en la Figura 4.7. 
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(,AAATATTGGeAAAAA::AeC,eTC,TTTTAT(;TTeATTATTAC,TTC,GTGCTTCATTATGGAT 

(,AAATA !'1 (,(,C'AAAAA ~A('(,C"l e, l l' C'! I,'J'r, fT''ATTA'I 1 ¡,(,TTC,C,TC,eTTCATTATC,C,AT 

TTTACCACAAGeTGAT(;CTGeTAAAGCTCCAGAAeAAAeAGTTAeAGAAeCAGTTGGTTC 

TTTAl'l'Al 'AAC,CTCrflTC,C l'C-,l "l'AA.l\C-,l 1 Cl ACA.-\C!\P .. ACT\C,TT!'..,.CAC,Al--.CCI~C, fT(,(,TTC 

ATATGCTCGTG;CTGAACGTCCAeAAGATTTTGAAGGTTTTGfTTGGCGTTTAGATAATGA 
ATATC,CTCVfC,CTC,F,T,CC,TCC!·eAt,C,A'l l fTC,O,A(,(,T I'T'l VI TT(,C,C(,TT fl\C,I'.TAATC,A 

TGGTAAAGAGGCTTTACeTCGTAATTTTeGTACATCAGeTGATGCTTTACGTGeTCCAGA 

I'C(, 1 AAAC,AC,C,C !' 11 ACCTC,(, l AA!' 1 '1 .'Cl, 1 AU\fC!Ic,CTl,Al'CkTT'! ,;e (,'J'c,eTeCAC,A 

AA AA!, A A TTTC A e TT AC,A TC,e TC ,e TT !\ ':'(, TTC CA T el\ e C,'fGAAC,GT A 'f(,(,l\ TGeTTT A e 

AAAAAAATTTCW'TTAC,ATC~TG' fTA':'GTTeCATrACGTGAAGGTATGGATGeTTTAeA 

eATTTC:TC,(,'fTCATet•C,C TTT'ff,e r,c C r,(,c 'TC i\ATT o ;..,,AAATC, TTC,C:TC.CTAAATT AeC, 

CATT1 C !'C,C, l TCATC AC,CTTTT N'¡,c 'C AC,c:TC Ai\TTAAAAAATC,TTC,c 'TC,CTAAATTACG 

TGAAAAAACAGeTC,C.TCCATITT fli.TC.A.'C,TTCATTTI,CC,TCAAC,AATCACACGGTTATTT 

TC,AAJ...AA.L,C'AC;cn,c ,'fCC' !\!' TTT ATC ,;, ':'C,TTc,;:, TTTAC'C,'J'C,',AC,i'C,'l CACACC,CTTATTT 

A(;ATGC.TATTeeAGTTTeTTC.GTATGC.TGAACC.TGATTGGGCTAATTTAGGTAAAA(;TCA 
AC.ATC.C.TA l rr·c AC,T fTC T !'e ,(,T ~1 (,(,. CAACC,'l (,AT'l (,(,C,CTF,ToTTTAC,C,T r,¡,¡,,v,TCA 

AeF,CC,!\(,C,CTTTi\C,CTC,TI Te, p. r,CGTC: 1\r' J,TTT r,c: 1\C:C.CTC.CATT AeAeAc\1'.,1\eACTT'l A 
ACAC(,l\(-,í-,CTTTAC,Cir,J...'f'(,¡:.;._c·c.,T ·..,t 1 r-,T~':'l\.!'!.,.1 fr( !C,(',....,lJ/:..J~b( ¡:._;._¡.¡,.t·.;r,I 1 fp._ 

T A TT C.CTC C !; TT ¡,(,(, TAAi'\CT,C !IJ,!\ T T l\1 'r T (, t,N:;c, T (,(, l' (,Af,(, T Te(, Te(, TC, TTCAAJ\A 

T.\ TTC,r TCC '~ T I'l .. C ,r, T!. '\'\Cf .. r_;l.\.'\ 'T T ,(~( TC,"" ~.C ,( r'i'C ,(,1 c,;..,..~..,c, fTCC-,TC'( ,Tr,TTC!~l\.l\1\ 

AGTTeAAACAGA~CAAC.AAC.TTC.CTGAAC.C:TGCT~GTATGC'G1TATTl'TC~TATTGCTC.e 

AC,T'l ( f'..l'v'\l ¡,r,;IJ .. CJ .. ; .. r,,'\ '\(, fT(,( TC, "1\C ,t_:'l C ( '1 '-'CJ l .".,le_,¡·~__, 1 1 /, 1 'l' 1' l r_:( ,Tt,'l TC-.CTC-.C 

1 Tt .... 1l/I'TCT\:'\C-,Al'·J:...t .. 1 cr, }'(-.,(' I'C-,1\TC,C,'I TATCrAAC ACC l I (,( u\C ,TC/I'T re ,(,'fTAAJ .. l\l\(~ 

TT 1~ TC-,TTr_:[\j~C-,! .. Ai ; .. Ice_, l'C,C'I Cu~ .. TC_,C-, r r ;. re' '\f.,J. l. 'd T l f(,(,;:,CrTCrT r1 (,(,TT r .. rJ\AAG 
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cphySr 1921 
c1ona10 cphySr 1921 

Figura 4.7 Alineamiento de la secuencia de la clona 1 O de cphySr. cphySr: construcción de 

expresión cphySr sintetizada por GENEART; Clona 1 O cphySr: Secuencia de la clona 1 O del 

producto de PCR de cphySr. En los cuadros azules se observa la modificación del sitio de 

restricción BamHI por Sa/1 en el extremo 5' y BamHI por Ascl en el extremo 3'. 

Como se observa en la Figura anterior, la secuencia del plásmido purificado de la clona 

1 O es idéntica a la secuencia cphySr sintetizada in silico, con excepción de los extremos 

5' y 3' donde los sitios BamHI de ambos extremos fueron sustituidos por los sitios de 

restricción Sa/1 y Ascl , respectivamente. 

4.3.2 Ensamblaje in silico y síntesis de la construcción rbcL/aadA!rbcL 

(aadA) 

4.3.2.1 Ensamblaje in silico de la construcción rbcL/aadA!rbcL (aadA) 

El esquema general de la construcción de expresión se puede observar en la Figura 4.8. 

Bam Hl 

lsoo laoo 11000 11200 11400 
3'UTR rbel 

Figura 4.8 Esquema general de la construcción de expresión aadA. 

Notl 
Sma 1 
Sa/1 

11600 

La secuencia de dicha construcción de expresión se puede observar en la Figura 4.9. 

1 GGATCCATGG GTTTATAGGT ATTTTGAGAC CAGTTATAAA AATGACTTTT GACGTTTAGG 
61 TATATAAACA CTGCCTCTAA TAAAGTCTAC TATATTGGAG AGGAGTGAAC AGTGGCCTCG 

121 CTTATCCCCG ACAGGAATAT ACATGGTTTT AGTAA~AAA CTGCGTAAGA CGACCGACAT 
181 ATACCTAAAG GCCCTTTCTA TGCTCGACTG ATAA CAAG TACATAAATT TGCTAGTTTA 
241 CATTATTTTT TATTTCTAAA TATATAATAT ATTTAAATGT ATTTAAAATT TTTCAACAAT 
301 TTTTAAATTA TATTTCCGGA CAGATTATTT TAGGATCGTC AAAAGAAGTT ACATTTATTT 
361 ATAT GGGAAGCGGT GATCGCCGAA GTATCGACTC AACTATCAGA GGTAGTTGGC 
421 GTCATCGAGC GCCATCTCGA ACCGACGTTG CTGGCCGTAC ATTTGTACGG CTCCGCAGTG 
481 GATGAAACAA CGCGGCGAGC TTTGATCAAC GACCTTTTGG AAACTTCGGC TTCCCCTGGA 
601 GAGAGCGAGA TTCTCCGCGC TGTAGAAGTC ACCATTGTTG TGCACGACGA CATCATTCCG 
661 TGGCGTTATC CAGCTAAGCG CGAACTGCAA TTTGGAGAAT GGCAGCGCAA TGACATTCTT 
721 GCAGGTATCT TCGAGCCAGC CACGATCGAC ATTGATCTGG CTATCTTGCT GACAAAAGCA 
781 AGAGAACATA GCGTTGCCTT GGTAGGTCCA GCGGCGGAGG AACTCTTTGA TCCGGTTCCT 
841 GAACAGGATC TATTTGAGGC GCTAAATGAA ACCTTAACGC TATGGAACTC GCCGCCCGAC 
901 TGGGCTGGCG ATGAGCGAAA TGTAGTGCTT ACGTTGTCCC GCATTTGGTA CAGCGCAGTA 
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961 ACCGGCAAAA TCGCGCCGAA GGATGTCGCT GCCGACTGGG CAATGGAGCG CCTGCCGGCC 
1021 CAGTATCAGC CCGTCATACT TGAAGCTAGA CAGGCTTATC TTGGACAAGA AGAAGATCGC 
1081 TTGGCCTCGC GCGCAGATCA GTTGGAAGAA TTTGTCCACT ACGTGAAAGG CGAGATCACC 
1141 AAGGTAGTCG GCAAATAATT TTTATTTTTC ATGATGTTTA TGTGAATAGC ATAAACATCG 
1201 TTTTTATTTT TTATGGTGTT TAGGTTAAAT ACCTAAACAT CATTTTACAT TTTTAAAATT 
1261 AAGTTCTAAA GTTATCTTTT GTTTAAATTT GCCTGTGCTT TATAAATTAC GATGTGCCAG 
1321 AAAAATAAAA TCTTAGCTTT TTATTATAGA ATTTATCTTT ATGTATTATA TTTTATAAGT 
1381 AATAAAAGAA ATAGTAACAT ACTAAAGCGG ATGTAACTCA ATCGGTAGAG TGCGATCCTT 
1441 CCAAGTTCGA GGTTGTGGGT TCGAGTCCCA TCATCCGCTA AACCAATCTA TAAAAGTTGT 
1501 TGAATATGCT GAAATGTTTT CAAAGAAAAA GCCTAGTTTT TCTTTTACAA CAAGCAAAGA 
1561 ACAATTGGCA TTCTTTGATT GTAAGAAAAT GCGCTTACGT GGAGTTATG 

Figura 4.9 Secuencia de la construcción de expresión aadA ensamblada in silico. Se indica con 

sombreado gris oscuro el codón de inicio de la ORF del gen aadA de la bacteria E. coli; con 

sombreado gris claro el codón de paro de la ORF del mismo gen; la flecha indica el sitio de inicio 

de la transcripción (lshikura et al., 1999; Klein et al., 1992; Dron et al., 1982). 

4.3.2.2 Síntesis de la construcción rbcL/aadA/rbcL (aadA) 

Una vez que la secuencia de la construcción de expresión aadA fue ensamblada in silico, 

se envió a la compañía alemana GENEART AG, quienes al recibir la solicitud de síntesis 

inmediatamente enviaron la secuencia in silico modificada con el uso de codón del 

cloroplasto de C. reinhardtii, la cual fue comparada con la secuencia aadA sin optimizar. 

En la Figura 4.1 O se puede ver dicha comparación. 

a a dA 1 
a a dA (pMA) 1 

a a dA 61 
a a dA (pMA) 61 

a a dA 121 
a a dA (pMA) 121 

a a dA 181 
a a dA (pMA) 181 

a a dA 241 
a a dA (pMA) 241 

a a dA 301 
a a dA (pMA) 301 

a a dA 361 
a a dA (pMA) 361 

a a dA 421 
a a dA (pMA) 421 

a a dA 48l llcl c 
a a dA (pMA) 481 T T 
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a a dA 
a a dA (pMA) 

a a dA 
a a dA (pMA) 

a a dA 
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a a dA 
a a dA (pMA) 

a a dA 
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1021 
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Figura 4.1 O Alineamiento de la construcción de expresión aadA. a a dA: secuencia ensamblada in 

silico; aadA (pMA) secuencia optimizada con el uso del codón del cloroplasto de C. reinhardtii. 

Como se pudo observar, los extremos 5' y 3' de la construcción de expresión aadA no 

optimizada coinciden en su totalidad con los extremos 5' y 3' de secuencia optimizada. 
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Estas regiones corresponden a las regiones reguladoras P+S'UTR y 3'UTR del gen rbcL y 

al provenir del genoma de C. reinhardtii no fue necesario hacer modificación del uso del 

codón . La región codificante del gen aadA fue la única que sufrió modificaciones debido al 

cambio de uso de codón . 

Como última prueba de que todo estuviera correcto en las secuencias analizadas, se llevó 

a cabo la traducción in silico de las regiones codificantes de la secuencia reportada en el 

GenBank, la secuencia sin optimizar y la secuencia optimizada . La traducción de la 

secuencia optimizada con el uso del codón del cloroplasto fue correcta , ya que coincidió 

con la traducción de la secuencia no optimizada y con la reportada en el GenBank. Con 

este resultado, se dio luz verde a la compañía GENEART para llevar a cabo la síntesis de 

la construcción de expresión aadA. Dicho alineamiento se puede observar en el Anexo 6. 

4.3.3 Clonación de la región de recombinación homóloga 2 (RRH2) en el 

vector pGEM-T-easy 

La RRH2 fue amplificada por medio de PCR, usando 15 ciclos con la finalidad de 

minimizar posibles errores introducidos por la enzima Expand Long Template de Roche, 

que aunque está diseñada para hacer copias fiel del molde utilizado, siempre cabe la 

posibilidad de que se introduzca algún error. La amplificación de la RRH2 se observa en 

la Figura 4.11 . 

3.0Kb-7 

2.0Kb-7 

O.SKb-7 

M 1 e-

Figura 4.11 Amplificación por PCR de la RRH2 (-2 .0 Kb). M: Marcador de 1Kb ladder plus (NEB) ; 

1: Producto de PCR. C-: Control negativo de la reacción . 
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El producto de la reacción de PCR fue clonado en el vector pGEM-T-easy y se comprobó 

su inserción mediante una digestión con la enzima de restricción EcoRI (NEB). Se 

obtuvieron las dos bandas esperadas, la primera de -3.0 Kb que corresponde al vector p­

GEM-T-easy y la segunda de -2.0 Kb que corresponde a la RRH2. En la Figura 4.12 se 

observa este resultado. 

3.0Kb~ 

2.0Kb~ 

O.SKb~ 

M 1 2 3 4 S 6 7 8 

Figura 4.12 Digestión EcoRI para verificar la clonación de RRH2 (-2 .0 Kb) en pGEM-T-easy (-3 .0 

Kb) . M: Marcador de 1 Kb ladder plus (NEB); 1 al 8: Clonas analizadas. La flecha blanca indica las 

clonas que contienen el inserto del tamaño esperado. 

La clona 3 fue secuenciada y resultó con la secuencia íntegra (Figura 4.13). 
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RRH2 p322 463 
Clona 3 481 

RRH2 p322 523 
Clona 3 541 

RRH2 p322 583 
Clona 3 601 

RRH2 p322 643 
Clona 3 661 

RRH2 p322 703 
Clona 2 721 

RRH2 p322 763 
Clona 3 781 

RRH2 p322 823 
Clona 3 841 

RRH2 p322 883 
Clona 3 901 

RRH2 p322 943 
Clona 3 961 

RRH2 p322 1003 
Clona 3 1021 

RRH2 p322 1063 
Clona 3 1081 

RRH2 p322 1123 
Clona 3 1141 

RRH2 p322 1183 
Clona 3 1201 

RRH2 p322 1243 
Clona 3 1261 

RRH2 p322 1303 
Clona 3 1321 

RRH2 p322 1363 
Clona 3 1381 

RRH2 p322 1423 
Clona 3 1441 

RRH2 p322 1483 
Clona 3 1501 

RRH2 p322 1543 
Clona 3 1561 

RRH2 p322 1603 
Clona 3 1621 
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RRH2 p322 1663 
Clona 3 1681 

RRH2 p322 1723 
Clona 3 1741 

RRH2 p322 1783 
Clona 3 1801 

RRH2 p322 1843 
Clona 3 1861 

RRH2 p322 1903 
Clona 3 1921 

RRH2 p322 1963 
Clona 3 1981 

RRH2 p322 2023 CGIG 
Clona 3 2041 T C. 

Figura 4.13 Alineamiento de la secuencia RRH2. RRH2 p322: secuencia RRH2 contenida en el 

plásmido p322. Clona 3: secuencia correspondiente a la clona enviada a secuenciar al CUGI 

4.3.4 Obtención del plásmido de transformación pchPhy 

La RRH2 fue sub-clonada en el plásmido pUC18, para ello fueron digeridos, tanto el 

vector como el inserto, con las enzimas de restricción Pstl y Sphl y posteriormente 

purificados como se describió previamente. En la Figura 4.14 se observa la relación 

vector: inserto (1: 1) con la cual se llevó a cabo la ligación de ambos fragmentos. 

3 .0Kb~ 
2 .0Kb~ 

M V 

Figura 4.14 Relación Vector:lnserto (pUC18:RRH2) . M: marcador 2-log, V: Plásmido pUC18 (-2.7 

Kb) ; 1: Región de recombinación homóloga 2 (RRH2 - 2.0 Kb) . 
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Tras la transformación de las células competentes de E. coli con la ligación anterior, se 

obtuvieron alrededor de 20 colonias. Se picaron seis colonias para su análisis mediante la 

digestión con las enzimas de restricción Pstl y Sphl , como se puede observar en la Figura 

4.15. 

3.0Kb-+ 
2.0Kb-+ 

M 1 2 3 4 5 6 

Figura 4.15 Verificación de la clonación de RRH2 (2 .0 Kb) en pUC18 (2 .7 Kb) .Patrón de 

electroforesis generado por Psti!Sphl. M: Marcador de 1 Kb ladder plus (NEB) ; 1 al 6: Clonas 

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

Como se pudo observar en la Figura anterior, únicamente en el plásmido purificado de la 

clona 4 se encontraron los fragmentos esperados de -2 .7 Kb correspondiente al vector 

pUC18 y -2.0 Kb correspondientes a la RRH2 . Este plásmido fue seleccionado y se le dio 

el nombre de pRH2 (Figura 4.16). 

Figura 4.16 Diagrama del vector pRH2. 

Pstl Ascl EcoRV Xhol 

2053 pb 

pRH 2 
(4739 pb) 
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El siguiente paso en la elaboración de la construcción fue la clonación de la RRH1 en el 

pRH2. RRH1 fue obtenida a partir del vector p322 mediante el corte con las enzimas de 

restricción EcoRI y BamHI. En la Figura 4.17a, se observa la banda correspondiente al 

vector pRH2 (-4.7 Kb) , linearizado por el corte con las enzimas antes mencionadas. En la 

Figura 4.17b se muestra la banda correspondiente a la RRH1 (-3.5 Kb) después de haber 

sido escindida y purificada. 

a 

5.0 Kb---+ 
3.0 Kb---+ 

1.0 Kb---+ 

M V 
b 

5.0 Kb---+ 
3.0 Kb---+ 

1.0 Kb---+ 

M 

Figura 4.17 Bandas purificadas de vector e inserto. a) vector pRH2 (-4.7 Kb) y b) inserto RRH1 

(-3.5 Kb) . M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB). 

Después de la ligación , se obtuvieron tres colonias, las cuales fueron multiplicadas, se 

purificó el plásmido y se realizó su análisis mediante la digestión con las enzimas de 

restricción BamHI y EcoRI (Figura 4.18). 

5.0 Kb 
3.0Kb 

1.0 Kb 

M 2 3 

Figura 4.18 Verificación de la integridad de vector pRH12. Patrón de electroforesis generado 

porBamHI y EcoRI. M: Marcador 2-log (NEB) ; 1 a 3: clonas analizadas. 
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Como se puede observar en la Figura 4.18, el plásmido de la clona 3 fue el único que 

presentó el resultado esperado, y que contenía a RRH1 en pRH2. A este nuevo plásmido 

se le denominó pRH12 y con él se continuó el trabajo. En la Figura 4.19 se presenta el 

diagrama de este plásmido. 

3443 pb 

Figura 4.19 Diagrama del vector pRH12. 

Pstl Ascl EcoRV Xhol 

pRH12 
(8182 pb) 

2053 pb 

La clonación de la construcción que contiene al gen de resistencia aadA se realizó entre 

los sitios de restricción BamHI y Sa/1 del plásmido pRH12. Para ello se linearizaron tanto 

el vector como el inserto y se verificó su integridad mediante una electroforesis. En la 

Figura 4.20 se puede ver la relación V:l de los fragmentos linearizados y purificados, tanto 

del vector pRH12 (-8.0 Kb) como del inserto AadA (-1 .6 Kb). 

8.0Kb 

1.5 Kb 

1.0 Kb 

M V 

Figura 4.20 Relación vector inserto (pRH12:aadA). V: Vector pRH12 (- 8.0 Kb); 1: Inserto aadA 

(-1 .6 Kb). 
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La reacción de ligación de ambos fragmentos se incubó toda la noche a 16 oc y 

posteriormente se transformaron las células competentes con ella. Se obtuvieron 14 

colonias, de las cuales cuatro se multiplicaron y se les realizó la extracción del plásmido. 

Los plásmidos purificados fueron analizados por medio de digestión con las enzimas de 

restricción BamHI y Sa/1 . Todas la clonas analizadas fueron positivas a la presencia del 

inserto aadA como se puede verificar en la Figura 4.21 . 

8.0 Kb 

1.5 Kb 

1.0 Kb 

M 1 2 3 4 

Figura 4.21 Verificación de la integridad del vector pRH12A. Patrón de electroforesis generado por 

BamHI y Sa/1 . M: Marcador 2-log (NEB) ; 1 a 4: clonas analizadas 

Al plásmido generado en esta etapa se le nombró pRH12A (Figura 4.22). 

Figura 4.22 Diagrama del vector pRH12A. 
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Posteriormente, se continuó con la etapa final del ensamblaje del plásmido de 

transformación , la cual consistió en clonar la construcción de expresión cphySr en el 

vector pRH12A. 

Para la clonación de cphySr en el plásmido pRH12A, el vector y el inserto se digirieron 

con las enzimas de restricción Ascl y Sa/1 , y posteriormente purificados. En la Figura 4.23 

se observó la relación vector:inserto con la cual se llevó a cabo la ligación de ambos 

fragmentos. 

M V 

10.0 Kb 

2.0 Kb 

Figura 4.23 Relación Vector: Inserto (pRH12A:cphySr). M: marcador 1 Kb DNA ladder plus (NEB) V: 

Plásmido pRH12A (- 9.8 Kb) ; 1: Construcción de expresión cphySr (-2 .0 Kb). 

Tras la transformación de las células competentes de E. coli con la ligación anterior, se 

obtuvieron 16 clonas de las cuales se analizaron 7 y se observó que cuando menos dos 

de ellas contenían los fragmentos esperados. Esto fue comprobado mediante una doble 

digestión con las enzimas Notl y EcoRV. Esta digestión permitió observar los fragmentos 

correspondientes al vector pUC18-RRH1-RRH2-aadA (-9.6Kb) y la construcción cphySr 

(-2.0 Kb) . Estos fragmentos pueden observarse en la Figura 4.24. 
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M 1 2 

Figura 4.24 Verificación de la clonación de cphySr (-2.0 Kb) en pRH12A (-9 .6Kb) . Patrón de 

electroforesis generado por EcoRV!Notl. M: Marcador de 1 Kb ladder plus (NEB) ; 1 y 2: Clonas 

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

El vector generado se le llamó pChPhy y el esquema general del mismo es el que se 

muestra en la Figura 4.25. 

3443 pb 

Figura 4.25 Diagrama del vector pChPhy. 

Notl Smal Sall 

pChPhy 
(l l732 pb} 

Finalmente, para verificar la integridad del vector antes mencionado se realizó una 

digestión triple con las enzimas BamHI , EcoRV y Notl. Con esta digestión se esperaban 

fragmentos de -8.0 Kb, -2.0 Kb y -1.6 Kb correspondientes al vector pUC18-RRH1-

RRH2, a la construcción cphySr y a la construcción de expresión aadA, respectivamente. 

Lo anterior se puede observar en la Figura 4.26. 
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1 2 

Figura 4.26 Verificación de la integridad del plásmido pChPhy. Patrón de electroforesis generado 

por BamHI/EcoRV/Notl. M: Marcador de 1 Kb ladder plus (NEB) ; 1 y 2: Clonas anal izadas 

La imagen anterior confirma que pChPhy contiene tanto el gen de resistencia aadA como 

el gen que codifica para la fitasa phyA de la bacteria Selenomonas ruminantium 
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4.4 DISCUSIÓN 

En este capítulo se obtuvo un plásmido para la transformación del cloroplasto de C. 

reinhardtii, y la expresión del gen de la fitasa phyA de la bacteria S. ruminantium en este 

organelo. Este plásmido fue denominado como pChPhy. 

Tradicionalmente, el vector utilizado para la transformación del cloroplasto ha sido el p322 

(Newman et al. , 1991). Este plásmido se basa en el plásmido Bluescript KS+ y contiene 

las regiones de recombinación homólogas RRH1 y RRH2. Entre estas dos regiones, se 

encuentra un sitio de restricción BamHI entre las cuales las construcciones de interés 

pueden ser insertadas de manera no direccional. Para poder llevar a cabo la 

transformación con este plásmido, es necesario recurrir a una estrategia de ca­

transformación utilizando un segundo plásmido denominado p667, el cual contiene una 

mutación puntual en el gen de 16S de C. reinhardtii lo que provoca una elevada 

resistencia a la espectinomicina permitiendo de esta manera la identificación 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 selección , impidiendo la recuperación exitosa de los transformantes. 

2. Que se inserte el gen de selección y no el gen de interés dando como resultado 

falsos positivos al permitir la recuperación de clonas transformadas que no 

contienen el gen de interés. 

3. Que tanto el gen de interés como el gen de selección sean insertados de manera 

correcta en el cloroplasto de C. reinhardtii, dando como resultado la recuperación 

de clonas transformadas exitosamente tanto con el gen de interés como con el 

gen de selección . 

En vista de que solo la tercera posibilidad es exitosa, es necesario, realizar un análisis 

exhaustivo de las clonas hasta obtener una con el gen de interés y con el marcador de 

selección. 

El 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 

selección esta contendrá el gen de interés. 

Anteriormente, se mencionó la existencia de un reporte en donde se indica el uso del 

cloroplasto de C. reinhardtii como biorreactor para la producción recombinante de una 

fitasa tipo HAP de E. coli. Este tipo de fitasas son de las más socorridas para su 

aplicación como aditivo alimenticio ya que tienen la capacidad de actuar a un pH entre 2 y 

6 que es similar al del tracto digestivo de los animales monogástricos. 

La secuencia madura (sin péptido señal) del gen appA de E. coli fue clonada en el vector 

pATPA, que es una versión del p322 y cuya diferencia es que ya contiene las regiones 

reguladoras P+5'UTR del gen atpA y las región 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 1 O U/mg de lisado celular, que aun suponiendo que tengan el 100% 

de actividad catalítica , sería muy baja en comparación 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 señal y estos autores consideran que esto pudiera 

haber generado inestabilidad en el ARNm y por lo tanto se afectó la traducción de la 

proteína. 

A diferencia del reporte de Yoon y colaboradores (2011) , en este trabajo la construcción 

de expresión contiene el gen phyA, que codifica para la fitasa PTP de la bacteria S. 

ruminantium. Esta fitasa corresponde a un tipo único de fitasas propias de bacterias 

ruminales, por lo que se considera que están 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 catalítica, 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 regulación 

del P+5'UTR de atpA y la región 3'UTR de psbA, la cual según Barnes y colaboradores 

(2005) es una de las mejores combinaciones para la acumulación de ARNm. Además, la 
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secuencia de la fitasa de S. ruminatium fue clonada incluyendo al péptido señal , con lo 

cual se espera que la estabilidad del ARNm no se verá comprometida y se pueda llevar a 

cabo de manera eficiente la traducción de la proteína. 

pChPhy presenta la ventaja de tener siete sitios de restricción que pueden ser utilizados 

para la sustitución de la construcción de expresión cphySr por cualquier otra que 

contenga alguno de los sitios de restricción presentes en este plásmido. 

Dado que este vector cuenta con las mismas regiones de recombinación homóloga que el 

tradicionalmente usado p322, la inserción de los genes de interés será dirigida hacia el 

mismo sitio de recombinación entre EcoRI y Xhol ubicados en regiones cercanas al intrón 

4 del gen psbA y al extremo 3'del gen ribosomal 23S. 

4.5 CONCLUSIONES 

1. Se obtuvo el vector pChPhy, diseñado para la transformación del cloroplasto de C. 

reinhardtii. 

2. pChPhy contiene un gen de resistencia (aadA) a antibiótico con el uso del codón 

del cloroplasto situado junto al sitio policlonal de la construcción de interés por lo 

que no será necesario recurrir a una estrategias de ca-transformación . 
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3. pChPhy presenta un sitio policlonal que permitirá la sustitución de la construcción 

cphySr con alguna otra secuencia de interés con mayor facilidad que usando el 

plásmido disponible originalmente de un solo sitio de restricción . 
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CAPÍTULO V 

5.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Desde hace aproximadamente 40 años se conoce la habilidad de las fitasas para 

hidrolizar el fitato (IP6) y liberar el fósforo (P) contenido en éste, aunque es a finales de los 

años 90 que se comenzó a realizar estudios para encontrar enzimas capaces de ser 

utilizadas en la alimentación animal para sustituir el uso de fósforo inorgánico (Pi) 

proveniente de la roca. El Pi es un recurso no renovable, sin embargo, el alto costo de 

producción de esta clase de enzimas, la baja actividad enzimática y el bajo rendimiento 

que se ha obtenido de la mayoría 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 utilización de 

estas enzimas para satisfacer la demanda de P en el área pecuaria , en lugar del de Pi de 

origen mineral. El mercado de estas enzimas promete grandes ganancias para el año 

2015 donde se esperan ventas por 4.4 mil millones de dólares, por lo que el mejoramiento 

de las fitasas conocidas mediante ingeniería genética y proteica, es una de las metas 

próximas a alcanzar. Ninguna de las fitasas conocidas en la actualidad cumple con la 

eficiencia catalítica, la resistencia a proteólisis, termoestabilidad y economía necesarias 

para ser consideradas como un aditivo alimenticio ideal (Yao et al. , 2012; Report Code: 

BI0030E, Published: January 2008, Report Code: BI0030F Published: January 2011 ), por 

lo que la búsqueda de nuevas fitasas con características novedosas, es uno de los retos a 

cumplir en los próximos años. Para ello, existen herramientas proteómicas (Wohlbrand et 

al., 2013) que permiten la identificación de proteínas a partir de una fuente biológica 

determinada y herramientas bioinformáticas, como el BLASTP (Aitschul et al., 1997), que 

permiten la identificación de proteínas de manera dirigida tomando como molde una 

secuencia proteica de interés. 

Basándonos en esta última aproximación, en este trabajo de tesis se realizó el análisis 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. subti/lis (ACR78677.1 ); HAP: A. niger phyA (CAA78904.1 ); PTP: S. 

ruminantium (AAQ13669.1 )] . Dicho análisis arrojó como resultado únicamente cinco 
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secuencias homólogas (CrPAP1 a CrPAP5) a fosfatasas ácidas púrpura (PAP). Una sexta 

PAP (CrPAP6) 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 

está conformada únicamente por seis proteínas. Ninguna de las otras clases de fitasa 

utilizadas en este análisis arrojó 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 privación de fósforo (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 número de secuencias 

encontradas en estos organismos varía de uno a tres por individuo (Yeung et al., 2009). 

En el caso de las microalgas, no se conoce reporte que indique el número de fosfatasas 

de la clase PAP presentes en ellas. En el presente trabajo se identificó 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 predicción de las características bioquímicas realizada a las seis secuencias CrPAP 

indicó que el peso peso molecular predicho para las CrPAP1 a la CrPAP5 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 típicas de los mamíferos, aunque 

algunas de ellas también han sido encontradas en plantas (Li et al., 2012; Klabunde y 

Krebs, 1997). La mayoría 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, 

fúngico (Konietzny y Greiner, 2002) y de plantas como la fitasa de soya (Gibson y Ullah 

1988), de la raíz del maíz (Hübel y Beck, 1996) y la raíz del tomate (Li et al. 1997). En 

contraste, CrPAP1 presentó 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 

característica se le considera como una enzima adecuada para su producción a nivel 

industrial , ya que permite una purificación fácil 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 metálico que funciona como sitio catalítico de las 

enzimas de la clase PAP. Además, se identificaron los siete aminoácidos distribuidos en 

los cinco bloques conservados que forman parte de este dominio y que proporcionan un 

sitio de unión 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 homología entre la cadena 

polipeptídica de PAPs de diferentes reinos, los motivos que son la firma característica del 

dominio mantienen siempre el mismo orden y los siete residuos aminoacídicos que sirven 

de sitio de unión a metales, permanecen invariables (Schenk et al. , 2000) tal cual sucede 

con las CrPAP. Además, en el caso de CrPAP4 se identificó un dominio similar a la 

fibronectina 3, el cual es comúnmente observado en las PAP pertenecientes a mamíferos, 

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 función de la 

fibronectina en mamíferos es proveer de conexiones esenciales a las células a través de 

integrinas y otros receptores, además de regular la adhesión celular, la migración e 

incluso la diferenciación (Schwarzbauer y DeSimone, 2011 ), pero se desconoce la razón 

por la cual este dominio se encuentra presente en las PAP de plantas. 

Previamente se ha estudiado la relación 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 característica 

común en estos árboles filogenéticos es que las PAP de plantas con actividad de fitasa 

siempre se agrupan en un solo ciado. En este trabajo se investigó la relación 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 ciado (111) , en conjunto con dos secuencias tipo PAP de la microalga 

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 otras 

microalgas. Las CrPAP fueron distribuidas en los ciados 11 , IV, V, VI y VIII , formados 

exclusivamente por microalgas. Lo anterior nos hace pensar que la mayoría de las PAPs 

de microalgas tienen características 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 últimas divergeron de 
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las plantas terrestres hace más de mil millones de años (Yoon et al. , 2004). 

Probablemente, por esta razón es que las fitasas de plantas fueron agrupadas 

exclusivamente en el ciado 111 , en tanto que las secuencias de microalgas fueron 

agrupadas en ciados independientes como es el caso de los ciados IV (CrPAP1) y V 

(CrPAP2 y CrPAP3), los cuales dada su cercanía con el ciado 111 pudieran contener a las 

secuencias con actividad de fitasa de las microalgas. 

Dioniosio y colaboradores (2011) realizaron un estudio filogénetico con las PAPs y 

proteínas tipo PAP de plantas, encontrando que la mayoría de las secuencias PAP con 

actividad de fitasa se agrupaban en el mismo ciado con excepción de la fitasa de 

Arabidopsis thaliana AtPAP23 (AQ93685). Estos autores identificaron cuatro motivos 

conservados [(1) R-G-(HN/Q/N)-A-(V/1)-D-(UI)-P-(D/E)-T -0-P-(R/L)-V-Q-R-(R/N!T); (2) S­

(V/1)-V-(R/Q)-(Y/F)-G; (3) A-M-S-X-X-(H/Y)-(AIY /H)-F-(R/K)-T -M-P; y (4) D-C-Y -S-C-(S/A)­

F-X-X-X-T-P-1-H] , exclusivos de las PAP de plantas con actividad de fitasa que se 

agruparon juntas y que no se han encontrado en ningún otro tipo de PAP, ya sea de 

plantas u otro organismo. La función de estos motivos se desconoce, por lo que queda 

como una incógnita a dar respuesta en el futuro. 

Sería interesante analizar las secuencias de las PAPs de microalgas que se usaron en el 

presente estudio, con la finalidad de identificar 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 homólogas 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. Además, 

el hecho de agruparse en ciados diferentes dificulta aún más predecir su función . 

Para lograr la identificación de estos motivos, el primer paso sería realizar la 

caracterización de una PAP de microalga que presente actividad de fitasa , con la cual 

posteriormente se podría realizar una búsqueda in silico de secuencias con características 

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 secreción con los 

programas SignaiP y TargetP, lo cual sugiere que estas proteínas podrían tener actividad 
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en el exterior de la célula , tal como lo hacen diversas fosfatasas bacterianas y de plantas 

cuya función es la desfosforilación de los diferentes sustratos encontrados en el ambiente 

y así permitir la asimilación del fósforo necesario para su sobrevivencia (Tian et al. , 2012; 

Rao et al., 2009). En el caso de la CrPAP6 no se detectó péptido señal de ninguna clase, 

lo que sugiere que su localización es citosólica y su función la realiza en el interior de la 

célula. Sin embargo, se conocen proteínas que carecen de péptido señal , como la 

interleucina y, que utilizan vías alternas como la secreción apocrina, para llegar al lugar 

donde realizan su actividad, por lo que no se puede descartar la posibilidad de que esta 

proteína también sea secretada por una vía diferente a la del retículo endoplásmico 

(Manin et al., 1995; Muesch et al., 1990). 

Los elementos de respuesta identificados con la base de datos PLACE (Higo et al., 1999) 

en las regiones promotoras de los genes CrPAP indicaron una probable inducción de 

todos los genes CrPAP ante la presencia de ácido salicílico (ASF1 MOTIFCAMV y 

GT1 CONSENSUS). CrPAP1 y CrPAP4 probablemente se induzcan ante la presencia de 

cloruro de sodio (GT1GSCAM4). La presencia de níquel o a la ausencia de cobre 

(CURECORECR) podría inducir la expresión de todos los genes CrPAP con excepción de 

CrPAP3. CrPAP1 y CrPAP6, probablemente respondan ante el déficit de fósforo (P1 BS). 

Este último elemento resulta de particular interés, ya que se sabe que en el caso de 

diversos genes de A. thaliana, P1 BS funciona como sitio de anclaje para el factor de 

transcripción PHR1 , y aunque no se conoce la existencia de este elemento en las PAP de 

A. thaliana la condición de privación de fósforo produce un incremento en los niveles de 

transcripción de los genes AtPAP11 , AtPAP12 y AtPAP23 (Sobkowiak et al. , 2012; Hurley 

et al., 201 O; Li et al., 2002). En el caso de CrPAP1, P1 BS podría ser un elemento de cierta 

relevancia en la inducción de este gen. Si bien la mayoría de los elementos en cis, 

encontrados en este trabajo fueron identificados en plantas, también es cierto que 

pertenecen a organismos eucariotas como lo es C. reinhardtii. Es posible que los factores 

de transcripción encargados de unirse a estos elementos sean homólogos a los factores 

de transcripción que corresponden a los elementos cis de respuesta encontrados en las 

regiones promotoras de los genes CrPAP. 
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Dado que en el presente trabajo , se encontraron secuencias homólogas 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 única fuente de Pera el IP6, se evaluó el uso de este 

compuesto como fuente de P para el crecimiento de C. reinhardtii. Hasta la fecha lo 

anterior no había sido respaldado por ninguna publicación 

En zonas de pastoreo intensivo, el IP6 excretado por los animales, queda a disposición 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 fenómeno 

conocido como eutroficación (Yao et al., 2012; Konietzny y Greiner, 2002). Aunque a la 

fecha no se conocen fitasas de origen microalgal, no se puede descartar la posibilidad de 

que una porción del IP6 excretado por los animales de granja llegue íntegro a los cuerpos 

de agua, siendo las microalgas parte del consorcio encargado de degradar el IP6 . Por otro 

lado, Merchant y colaboradores (2008) consideran que muchos de los genes de C. 

reinhardtii, se remontan al antepasado común de las plantas y animales, por lo que es 

probable que alguno de los genes CrPAP encontrados en este trabajo codifiquen para una 

proteína 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 IP6 como 

única fuente de P, lo que nos indica que esta microalga debe poseer al menos una 

fosfatasa con actividad de fitasa . 

La concentración celular de C. reinhardtii cultivada en presencia de IP6 como única fuente 

de P fue menor que el de aquellas cultivadas con la fuente de P habitual proporcionada 

por el medio TAP. Esto podría ser causado por la desfosforilación incompleta del IPs 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 algún 

mecanismo de retroalimentación que al percibir la presencia de P, necesario para su 

sobrevivencia , inhiba la producción de la enzima o a la enzima misma (Quan et al., 2001). 

La concentración celular de C. reinhardtii cultivada en medio TAP+IP6 fue mayor que la 

cultivada en medio TAP, lo que podría ser causado por el incremento en la cantidad de P 

presente en el medio, asumiendo que eiiP6 está siendo desfosforilado por una fitasa de la 

microalga. 
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Se observó también que dependiendo del tratamiento donde haya sido cultivada (medio 

TAP+IP6 o medio TA+IP6) C. reinhardtii presentó una variación en su perfil electroforético 

como lo indicó la presencia o ausencia de algunas bandas o la disminución e incremento 

en la intensidad de algunas otras. Este comportamiento podría ser parte de la respuesta a 

condiciones limitantes de P y que forman parte de la respuesta a la privación de fósforo . 

Se ha observado mediante análisis de expresión génica, metabolómica y proteómica, que 

los organismos eucariotas reprograman su metabolismo y circuitos genéticos para 

sobrellevar esta condición de estrés, y es en esta última, donde se puede observar una 

acumulación diferencial de proteína (Lan et al. 2012 ; Rouached et al., 2010; Raghothama, 

1999; Duff et al., 1991 ). 

En cuanto al análisis de expresión , se observó que CrPAP2, CrPAP4 y CrPAP6 fueron 

capaces de mantener su expresión bajo los tratamientos de cultivo antes descritos, 

mientras que CrPAP3 fue el gen con menor expresión y además ésta se vio afectada por 

la presencia de IP6 como única 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 el P liberado a 

partir del IP6 actúe como un inhibidor de este gen. En contraste, fue evidente que la 

expresión de CrPAP1 fue inducida en los tratamientos con presencia de IP6 , lo que 

sugiere que este gen podría responder a la presencia de IP6 y este efecto pudiera ser 

potenciado por la ausencia de las sales habituales de P del medio TAP. Por otro lado, 

CrPAP5 aparenta responder a la privación de las sales de P, ya que este gen solo fue 

expresado en el medio con IP6 como única fuente de P. 

La inducción de la síntesis de las fosfatasas en respuesta a la privación de fósforo 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 terrígena) , la 

presencia de 1 P6 puede inducir la síntesis de fitasas (Greiner et al. , 1997; Powar y 

Jagannathan , 1982). CrPAP1 y CrPAP5, podrían codificar para fosfatasas involucradas en 

la PSR, reciclando P a partir de fuentes orgánicas, como el IP6 en el caso de la proteína 

producida por CrPAP1. CrPAP5 podría estar involucrado en reciclar compuestos 

fosfatados intracelulares, ya que su respuesta se observó únicamente en ausencia de las 

sales de fósforo proporcionadas por el medio T AP. 
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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. reinhardtii o 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 aplicación como aditivo alimenticio. Con 

esto se podría ampliar la variedad de fitasas disponibles en el mercado en la actualidad y 

por otro lado entender la función que desempeñan 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 presentó mayor cercanía 

con el ciado 111 conformado por las fitasas PAP de plantas. Además, se encontró en su 

promotor un elemento de respuesta P1 BS, el cual se sabe participa en la inducción de 

diversos genes relacionados con la ausencia de P. 

Por otro lado, en el análisis de expresión , se observó que el gen CrPAP1 se indujo en 

presencia de IP6 en el medio TAP, e incrementó su expresión al encontrarse en presencia 

de IPs como única fuente de P, lo que sugiere que la enzima codificada por este gen está 

relacionada con la utilización de fitato para la sobrevivencia de la microalga. En el caso 

del gen CrPAP5, si bien se observó que su expresión se incrementaba en presencia de 

IPs como única fuente de P, en el árbol filogenético la proteína producida por este gen no 

se encuentra ubicada en alguna región cercana al ciado 111 el cual contiene a las fitasas de 

plantas la clase PAP. Es probable que se encuentre más relacionada con condiciones de 

deficiencia de P que con la presencia de IP6 . En el caso de las demás proteínas CrPAP, 

es un tanto más difícil determinar su posible función con los resultados presentados hasta 

el momento. Si bien los datos de expresión de CrPAP1 y CrPAP5 sugieren una probable 

función , es necesario realizar la caracterización experimental de las proteínas generadas 

por estos genes para poder comprobarla , tanto de estas dos enzimas como del resto de 

las CrPAPs encontradas en el presente trabajo. 

Dada la importancia comercial que han alcanzado las fitasas , se han hecho diversos 

esfuerzos para incrementar la producción de estas enzimas mediante técnicas de 

ingeniería genética en biorreactores, como bacterias, hongos, levaduras, plantas y 
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animales. En este sentido, Yoon y colaboradores (2011) utilizaron el cloroplasto de C. 

reinhardtii como biorreactor para la producción de cinco diferentes fitasas de la clase HAP 

y una fitasa de la clase BPP. Sin embargo, los rendimientos obtenidos en este trabajo 

fueron muy bajos, siendo la fitasa codificada por el gen appA de E. coli la que mejor 

actividad presentó (10 U/mg). En el caso de las demás fitasas expresadas en este 

organelo no fue posible determinar su actividad. La fitasa de E. coli producida fue 

dosificada directamente a un grupo de pollos experimentales y se comprobó que fue 

capaz de realizar su actividad enzimática a niveles similares que el de la fitasa fúngica 

comercial utilizada como control. 

Tanto en el trabajo de Yoon y colaboradores (2011) como en otros reportes donde se 

maneja el uso de C. reinhardtii como biorreactor para la producción de proteínas 

recombinantes, el plásmido comúnmente utilizado es el p322 (Newman et al., 1991 ). Este 

plásmido permite la integración del transgén por medio de recombinación homóloga y no 

cuenta con un gen de selección por lo que es necesario recurrir a la estrategia de ca­

transformación con un segundo plásmido, el p667 (Boynton et al., 1989). El p667 contiene 

al gen ribosomal 16S modificado con una mutación puntual que le confiere resistencia al 

antibiótico espectinomicina. 

En el presente trabajo se generó un plásmido (pChPhy) el cual contiene el gen phyA que 

codifica para la fitasa de la clase PTP de la bacteria ruminal Selenomonas ruminantium. 

Fue concebido como una herramienta que permita la transformación del cloroplasto de C. 

reinhardtii para su uso como biorreactor en la producción recombinante de esta fitasa. 

phyASr presenta propiedades atractivas para ser usada como aditivo alimenticio, como su 

alta actividad específica (400U/mg cuando ha sido expresada en E. colt) , el amplio rango 

de pH al cual se encuentra activa (3.0 a 6.0) y resistencia a la actividad de proteasas 

(Cheng et al., 1999). Hong y colaboradores (2004) expresaron esta enzima en semillas de 

arroz con la finalidad de usar su germinado como aditivo alimenticio para animales de 

granja. Sin embargo, a pesar de haber obtenido un buen nivel de actividad enzimática, los 

rendimientos proteicos fueron bajos. 

Por otro lado, es de considerarse la viabilidad de seguir destinando tanto el área de cultivo 

como el cultivo mismo del arroz o cualquier otra especie alimenticia a la alimentación 
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animal. Existen 870 millones de personas alrededor del mundo que sufren desnutrición 

(http://www.wfp.org/hunger/who-are) y no se cuenta con los insumas alimenticios 

necesarios que satisfacer sus necesidades. En vista de lo anterior, es necesario encontrar 

biorreactores adecuados que permitan la producción de las fitasas sin sacrificar un área 

de cultivo o el cultivo mismo para la alimentación animal. 

En este sentido, las microalgas surgen como una alternativa de biorreactor, ya que 

presenta ventajas como la posibilidad de cultivarse en tierras marginales y bajo 

condiciones ambientales desfavorables o de estrés (Widjaja et al. , 2009) . Las microalgas 

como C. reinhardtii permitirían la dosificación directa de aditivos como las fitasas ya que 

son reconocidas como organismos seguros al considerarse que no contienen toxinas. 

Esto permitiría omitir el proceso de purificación al que son sometidas las proteínas 

producidas en bacterias u hongos patógenos (Mayfield et al. , 2007). 

El bajo rendimiento en la producción de la enzima en arroz fue atribuido a que se eliminó 

el péptido señal de la proteína en la construcción de expresión. Se ha visto que el péptido 

señal puede estar involucrado en la estabilidad proteica. En nuestro trabajo se contempló 

que el gen de interés contenido en pChPhy contara con la secuencia que codifica para el 

péptido señal. De esta manera se puede evitar la problemática de bajo rendimiento 

asociada con la estabilidad de la proteína. 

En vista de lo expuesto anteriormente, se espera que el vector pChPhy sea una 

herramienta adecuada para la transformación del cloroplasto de C. reinhardtii. Además, 

este biorreactor podría alcanzar altos rendimientos proteicos con una alta actividad 

enzimática, que permitan que esta fitasa pueda ser utilizada en la alimentación animal. 

Una ventaja adicional que presenta el plásmido pChPhy es que incluye al gen de 

resistencia aadA de E. co/i, modificado con el uso del codón del cloroplasto de C. 

reinhardtii. Este gen confiere resistencia al antibiótico espectinomicina, por lo que se 

considera posible que usando un solo plásmido en el proceso de transformación , se 

puedan recuperar con facilidad clonas transformadas con el gen de interés, sin necesidad 

de recurrir a la estrategia de ca-transformación . 

El presente trabajo de tesis contribuyó con aportaciones de gran importancia en el estudio 

de las fosfatasas ácidas púrpura en C. reinhardtii, lo cual abre todo un campo inexplorado 
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en estos organismos microscópicos, ya que este es el primer estudio que explora a esta 

familia de fosfatasas en las microalgas. Además, se trazó el camino para la identificación 

de al menos una posible fitasa en esta microalga, lo cual es de gran importancia, ya que 

la tendencia actual en el mercado del área agropecuaria es el uso de esta clase de 

enzimas para satisfacer las necesidades de fósforo de los animales monogástricos. Por lo 

anterior, es necesario identificar enzimas con mejores propiedades que las que 

actualmente se encuentran disponibles en el mercado. Siguiendo esta última premisa, se 

contribuyó con la generación del plásmido pChPhy, con el cual se lograría la producción 

recombinante de la fitasa phyASr de S. ruminantium, con lo que se espera una mejora en 

los rendimientos obtenidos en la producción de fitasas en el cloroplasto de C. reinhardtii. 

Este hecho, abriría la oportunidad para la producción comercial de esta enzima sin 

necesidad de pasar por un proceso de purificación, permitiendo la dosificación directa de 

la enzima en los alimentos de los animales que así lo requieran. 
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5.2 CONCLUSIONES GENERALES 
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1. El genoma de C. reinhardtii cuenta con cinco secuencias (CrPAP1 a CrPAP5) 

homólogas 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 

concluyó que la familia de las PAPen C. reinhardtii está conformada por estos seis 

miembros. Los seis miembros de esta familia poseen la firma característica de las 

PAP (DXG, GDXXY, GNHE/D, VXXH, GHXH) que forma parte del dominio 

metalofosfoesterasa. 

2. Las características bioquímicas predichas para las proteínas CrPAP1 a CrPAP5 

fueron similares a las fitasas de plantas pertenecientes a esta misma clase, en 

tanto que CrPAP6 presentó mayor similitud con las PAP de bajo peso molecular 

típica de mamíferos. 

3. La relación filogenética de CrPAP1 a CrPAP5 indicó que estas proteínas son 

evolutivamente diferentes de las PAP de plantas y animales, ya que fueron 

agrupadas de manera independiente de las PAP pertenecientes a estos 

organismos. Se agruparon en ciados integrados exclusivamente por PAP de 

microalgas. CrPAP1 , CrPAP2 y CrPAP3, fueron las proteínas de mayor relación 

con las fitasas de la clase PAP, en tanto que CrPAP6 fue la más alejada 

agrupándose con las PAP de mamíferos. 

4. La actividad enzimática de CrPAP1 a CrPAP5 podría llevarse a cabo en el exterior 

de la célula, al igual que lo hacen algunas fitasas de origen fúngico y microbiano, 

ya que se predijo un péptido de secreción para estas secuencias. 
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5. C. reinhardtii fue capaz de ser cultivada usando IP6 como única fuente de P, y se 

observó que este compuesto tiene un efecto positivo sobre la concentración 

celular, ya que permite el crecimiento celular en condiciones de privación de 

fósforo, así como el incremento en el número de células en un medio donde se 

encuentran presentes las sales de P del medio TAP. A su vez se observó que el 

perfil electroforético de proteínas sufría modificaciones, ya que algunas bandas 

disminuyeron su intensidad, en tanto que otras la aumentaron ante la presencia de 

IPs. 

6. El gen CrPAP1 se expresó ante la presencia de IP6 , en tanto que el gen CrPAP5, 

lo hizo ante la privación de P, siendo este último potenciado por la presencia de 

IP6, considerandolos genes de tipo inducible. Por otro lado, la expresión de los 

genes CrPAP2, CrPAP4 y CrPAP6 ocurrió en todos los tratamientos evaluados por 

lo que se puede decir que se expresan como genes constitutivos. De igual 

manera, CrPAP3 también se considera un gen constitutivo aunque su expresión 

disminuyó ligeramente ante la presencia de IP6 . 

7. El plásmido pChPhy que contiene el gen que codifica para la fitasa phyA de la 

clase PTP proveniente de la bacteria ruminal Se/enomonas ruminantium es un 

vector novedoso, ya que además del gen de interés que presenta el uso del codón 

del cloroplasto, contiene entre su región de recombinación homóloga al gen de 

selección aad. Este plásmido permitirá la transformación simultanea de ambos 

genes sin la necesidad de recurrir a una estrategia de ca-transformación con dos 

plásmidos. 
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5.3 PERSPECTIVAS 

En este trabajo se identificaron seis secuencias de C. reinhardtii homólogas a fosfatasas 

de la clase PAP, cinco de ellas presentaron homología 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 análisis de expresión de su gen se observó que es inducido por 

condiciones de presencia de IPs. Por otro lado, el gen que codifica para CrPAP5, al ser 

inducido por la ausencia de P, es un candidato interesante para estudiar su función en 

este proceso. Por lo tanto, será interesante realizar el análisis funcional de las proteínas 

de los genes CrPAP1 y CrPAP5. Para lo anterior, se podría llevar a cabo la clonación del 

ADNc de estos genes en un vector de expresión que permita la sobreexpresión y 

producción recombinante de las respectivas proteínas en E. co/i, para su posterior 

purificación . Con la proteína aislada, se podrá realizar el ensayo enzimático en presencia 

de IPs para evaluar la actividad de fitasa , así como de otros sustratos orgánicos de fósforo 

para determinar la especificidad de las enzimas evaluadas. 

Una vez identificada una enzima con actividad de fitasa, será importante realizar la 

caracterización cinética de la enzima para determinar las condiciones de temperatura, pH, 

y concentración de sustrato más adecuadas para que lleve a cabo su actividad . Basados 

en estos parámetros, se determinaría su posible uso como suplemento en las mezclas 

alimenticias de los animales monogástricos de granja, mediante la producción 

recombinante en C. reinhardtii. Al ser esta microalga un organismo inocuo, sería 

interesante evaluar la posibilidad de la dosificación directa de la biomasa seca que 

contiene a la fitasa. Ventaja adicional , sería que el producto generado sería 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 a/., 2006) , facilitanado su aceptación en el mercado. 

Por otro lado, sería interesante la caracterización de los promotores de los genes CrPAP1 

y CrPAP5, ya que a la fecha solo se conocen tres promotores inducibles en el genoma 

nuclear de C. reinhardtii : CYC6, NIT1 y CA1 , (Ferrante et a/. , 2008; Koblenz y Lechtreck, 

2005; Villand et a/., 1997). Para realizar lo anterior, se podría partir de la caracterización in 

silico de la región 5' UTR de ambos genes mediante el programa BPROM, el cual dará 

una predicción de la longitud de la región 5' UTR, así como una aproximación del sitio de 
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inicio de la transcripción. Posteriormente, mediante un ensayo de RLM-RACE se podría 

determinar experimentalmente el sitio de inicio de la transcripción. Posteriormente, 

mediante ensayos de deleción, determinar la longitud mínima del promotor de cada gen. 

Además en el caso de CrPAP1 m~diante un ensayo de cambio de movilidad por 

electroforesis (EMSA), se podría determinar la funcionalidad del elemento de respuesta 

en cis P1BS. 

Por otro lado, la relevancia de contar con el plásmido pChPhy consiste en que permitirá la 

transformación 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, podría ser utilizada para su comercialización , ya que el mercado de esta clase de 

enzimas se encuentra y seguirá en expansión con expectativas de ganancias de hasta 4.4 

mil millones de dólares para el año 2015 (Report Code: BI0030F 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 excreción de fósforo por parte de los animales 

de granja (Yao et al. , 2012) . Además, este plásmido queda disponible en el laboratorio 

como una herramienta para la transformación del cloroplasto de C. reinhardtii con algún 

otro gen de interés científico y biotecnológico. 
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ANEXO 1 
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1 ORIGINAL AIOlCLE 

Clllamydomolla. reillharcltii has a small family of purple 
acid phosphatase homologue genes that are differentially 
exprt'Sscd in response to phytatc· 
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Abslrict Purplc acK! phaspb.ata_<;cs (PAPs) are mrtallophos­
phoeslent...c ~~ im•oh•ed in !he. llf:qui.~tiun and r~ling 

ofphor.phurus. PAPphylll..e.• lh:m mit:roor~nl;ms andplanls 
are rt2<(10nsiblc li:Jr lhedq.hu.'J:lhu lllliunufph)'lllle. Phylllle i.' 
the main stor•ll!' inm of rh""Phunu; in plant liel!>do; and ro~ 
~;titules lh~ maj.lr lhnn of cw~ic phusphorus ¡reo;ent in suil. 
Allhou¡;h ~omr phosphatuses have been stud ied in 
ChbnnvlomntiO.f ,.,r,hanitii no •ene oodin for PAPs have 
¡¡u mr been ch¡radcriz.ISI. In ibis sudy, :x PAP hrmolugue 
genes wrre identi fied and charliCterized in ,;i lico in C. 
mnhardtii (frPAPI kl 0PAP6). A metallophuspho12<~ase 

dmnain in ... di1 • !he sevc:n oonsen:ed resíWo; chan•cteri.,tic 
of PAP enryme.' wa.~ faund in ull slx rPAPs. The phylo .e­
netic lrce cumpñsin • PAP homulu •ue sequences from 
microol •ae planll· and aBmal' shoo·ed nine m:1jur dades 
and rPAPs re'illlved in fuur of lhem A oonStiu th-e ocpres­
sioo wa.~; lüund lilr OPAP1, OPAP J, CrPAP4, md CrPAP6 in 
al mediatc,,led, while CrPAPI and CrPAP wl!re induced by 
the additiun of ph)1al~ in a medium wilhuUI phusplute ,;alt'i. 
Our re;;ult' provide a starti • poinl for further functiunal 
anal . ·~ oflhc OPAP gc:nc llurily, and lh~ cvaluatiunuflheir 
polerllial '"' phyta.-;es in e rUJihardtii. 
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lnlroductiun 

Ph""Phuru.~ CP) is w. ~ntial nulrient li:!r metabolic proccs.'les 
and a struttural etmponenl uf vial biorro~ub in blllh lcr­
r~trial ..,d aquatic ~~~gani.o;m.<. Howev<r, mtlOI ·p is lüund in 
mganic «tm(l<lund.' and can unly be as.~ imilated by lhese 
o •w.isms aflcr bein • h)droly.a:d in lo inor~n ic ph:>sph:ile 
(<nhuphusphile, Pi) by phusphalllses (Taralilur ant! Junyk 
1987; Yadav ant! Tarafdar 2001). Phylllle (m '0-Ínosilol 
hocakisphusphar ; rPJ is lhe mún slir •e lürm of P in ccreul 
rr~ins and legume s..,.¡s and rcpll!'senl< bei\Wen 60 and 90 % 

uftollll P oontain<SI in {11W1L<(Ra<> c:t al. 2009),ant! in rost¡¡uils 
il Í.< lhe ma· or crmponrnt of m¡;w.ic P (furnrr d: al. 2002). 
Phylll.o;e.• (m)41-inll!ii<JI hexuki.<;phusphale phusphuhy<lr<IIIL<;e; 
EC 3.1.3.8, EC 3.1.3 .72 , ant! EC 3.1.3.26) uno hydr<llyti 
c:nzymes lhiJ. callllp.e lhe breukdown of phu>'ph<monoo;lcrs 
bmlk; in phy~e tu relca.o;e Pi (Mullancy w.d Ullah 2003), and 
havc bcen fwnd in microoiJ:l•ni"""· planb· llnd an imals 
(Koor tzny md Cm:incr 2002~ Phylll.'"'S frum mil:robe.~ are 
curro:n~ly bán • used ... , fetrl suwlemcnts for mooog¡L'ilric 
ani.ma~ (e.g, l;wine ""d JlOUhy), sincr they hwc linlc or no 
phytt.<;c aclivity lo diS~=st the phy"le c.oolaínirl in tll)' j¡rdÍnS 
used ... , fea! . This ¡r..e1icc not m ly mukc.' 100re J:1h""Phurus 
a\'llilable 10 lhese w.imals bUI alw decll!'a.';c:S !he phyllte ex­
Cil!'ted 10 lhc envirunmcnl (Dioni..,.jo tt al. 201 1; Orn • el ul. 
1999). Sorne. phyta.""-' are Caf'lhle of usin ' other su b.-trates lo 
rdea.<;c Pi induding glucose-6-pho;;phate, ATP, w.d ph enyl­
phusphate IRao el ul. 2009). A<l)(lnlin • lo lheir mulecul!l' 
;;truclure,phylaii~:>; e.. betlll.'l.<;Ífled ín fuurclll.<;.'li!S: (1) lústidine 
ucn phusphalaii~ (1 IAP), (2) 1\ prupellt2' phylaiio; (DPP). (3) 
prutein tyru>ine phusphata.o;e (PTP}-Ii<e phyta.o;es, w.d (4) pur­
ple ~t:id J1h""!'hata.o;es (PAP) (Mul aney and lluh 2003 · Puh l 
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el al. 2007~ BPPs are consid1m:d a.< alka line phyti.""' wh ile 
1 !Al'.<, PTP., and PAPs an: cun<idtred a.< acid ph)ta.<es (Yall 
11 ul. 2011 } On fyrhyta;.,; fh.11111he 1 L.,P an.I PAI' ¡;noups hil\•c 
hec:n n:pun:d in pl111t.s (Diuni.<iu 1:1 al. 2011 ~ PAP ph)•ta.o;c 
• no:os j¡;¡¡[atcd fn>m ptanL< im:lullc G/willi! mar (1 fe¡;¡;man ard 
C.trwau 2001 ),. Arohidop.<i.< thaflana (Kuan • el al. 2000}, 
Nicqtlanu tnhacrmr (LunJ.l el al. 2008). anJ MeJit:agt> 
tnmcatr~b (Xioo el al. 200S). PAP erv:yme.< have het:n Ji>un.I 
irt v..-íoo.., fungi, planL< . anJ animal< Sellen k el al. 2000). an.I 
PAP-likc sequenu:.s have alsu been iJcntiftcd ín pntkaryolic 

nomrs (Yeu • et al. 2000). PAPs are ¡;ly11tpro1tins contain­
in¡; a binud t:ar FI(ID}-F<'{ll), Fr(ID)-Zn(ll), or Fe(lR}-Mn(D¡ 
rro:tal cenler (Klabundt: t1 al. 1995; Sdtenk el al !999), an.I 
are ch..-act..-izeJ by lheir in tense pink or viulet c<~ur, ¡e; wdl 
a.< b lheir low pH optima k!r enzymatic aclivily anJ their 
insms ilivity to inh ibilim by lllrtnte ( tncent et al. 1990). 
PAPs Ot>nlllin st:ven rnctal-ligating ami,._, 111.id r~>; idoe.< fi.t un.I 
into fi ve conserved blocks (O G. rOXXY, GNI O. 

f. GI IXH) which l'()J11'"-•e the charal1crislic siwmture 
ofPAPs (. ·henk el al. 2000). 

Chlnmydomonas reinlwrdtii is a unicdlular green alga 
wh ich Í.< u<ed a.< a moJel url'¡m ism ftr both ¡¡enelic and 
physiolo~cal stud ies (Harris 2001 ), ind udinl,l the ~tudy ofP 
rro:tabcli.'m ( Shimnsaward et al 1999). 11 h~ l¡een su¡;¡;to.<led 
lhat the ch lt.ruplast ~yploid genorne. rnight be Ust:d a.• a 
n.-puo; ilury ufP in reinhnrdtil, and 1 hat thc chluropla.<l could 
contrihute 111· P ITIIJbilil.lllion úuring P limitali\ln (Yeh udai­
Re>htll' el al. 1007 ~ Rt:et:nlly, a I IAP ph)'la.<e fnom • t•tJ /1 
wa.• produccd in the chlurupla.<l of C reiJJiwn/tii (Yt.O<tn el al. 
2011 ); huwever, ltl <1 ur knowbl¡;e, nu phytaJ¡e •en es ha ve 
been <-har.ll:teri,e.d in 1hi.• micn>alga. The exi.<tence uf ~<1!11t 
pho•-¡lluta.<;e.• ha.• btt:n previuu<;ly "'JJ'1rlcd in C. relnlwnltil, 
includin • lhe pn:.<::nce uf extmoellular phll!i('hate starvatíun­
in.Iucíble pho!•phata.<ie.< Malllgnc et al 1976; Patni el al 1977; 
Qui.<d et al 1996). 1 lowever, nono uf thest: ¡>ll<lk'(lhalillie>~ ha ve 

betn dtar.aclerited with rt:>l"'Cl tu pol)T'tplide composiliun . 
The aim <lf thi.< sludy wa.< tu identify, in sili<:<t, novd PA P 
homlllogue.< in C. reinhardtii an.I tu evaluate. theír C!(¡>res<itn 
pmfiles in the ¡>resenceofJP,, in !he medium a.• asole !;<turce 
of phcllóphate. Our r~>;uiL< rmvlle a foundation tu beuer un­
dt:rslllnd the structure. evoluliun. and expression uf these 
b"'""-' in . reF!hnrdtii and lo pi1Vt lhr way llor their funt:timal 
I!Jlal si.•and idc:ntificalionnfnovd phyla.<es in tlúsm icroa~a. 

1\bltcrillls •nd mcthoili 

Mit-ro al •al strain, cult ure condilinns and •ruwth evalualiun 

Chll111rl'dnnuma• relnhnrdtiiCC-125 (mt+) wa.• obwinedfnom 
the Chlamyd;lllH.-HL< Cenler ( www.chlamy.ol}l~ Ax en ic cul­
ture.• were rnllintaired un Tris-Acelllte-Phu iphale (TAP) 
(l larrit; 191!9) al25 + 2 un.Ier a lb:R h fli¡¡hUdark) cycle 

al a li •ht intensity "f 90 Jtmol m-' ,-' un a rotwy shaktr 
(140 rpm). Tu eval!atr the ability ufC relnhnrdtiltu Ust: IP6 

(ph)1ic acid sudium sah hydrlll e; Si¡¡ma) a.< the ¡;ouru ufP, 
m icroa l¡~ll 1\lwth was evaluateu in k!urú ifferenl media: (1) 
AP, (2)TAP..IP~(I'APplu• 171 JLM~tfiP(,),(3) A+1Jl(,(nu 

pht"phalo saiL<, pw 171 ¡.¡M 11';,); and (4) A (nupht"phale 
.<aiL<). Jh:pm11:n liully •mwin 'cdl• were inuculatcd inlu SO mi 
sterile Falcon tubes l:<lntainín ' JO mi .uf the t:trn:~(klnd i ' 
lit¡uid mcdium tu an initúl cell 11tn<>:ntrJtion uf 10,000 cdl 
mr ', and were alluwcd tu ¡¡mw ft.r 7 day•. At tht: endof the 
txperinents , cellular cuncentrati<lll was dtltrnúned usin¡¡ a 
'eubau..- htmat:ytum:ler. Ont--way A O 1\ F'L'iber's LSO 

te!il, was us!11 tu Ucltrmi,.., SÍ WlifJCanl differences amtl • 
lrt-Wnents (Stit rr~hics Plus 4.1 ~ d ls were wa.<hed three 
time; wilh TA medí u m beftre bein¡; h..-v~:st!11 by centrifu •a­
tion, then fn•zen in liquid nitrugtn an.I stured al - 80 fur 
furthcr analysis. All the expcrimenl< were c¡n-il11 uut in trip­
lieatt. an.I eachexpcrirrrnt was rnrñtd outtwiu:. All reagenL• 
and sohtnL• were analylicul grJde. 

Pro1r in C!( traction and declnJ[Iht.resi.' 

Cell< fi-trn 10 mi culturto; (TAP, TAP+IP6 • an.I TA+IP,, m!1iia) 
were coUect!11 by conllifugitiun and fm;o:n in liquid nitn¡ ren, 
then ,;:urpleJi (--SO m¡; fi-lo;h wei¡¡hl) were u<Cd IOr pruteÍI 
tx lractiun (Echc:varr -M ~~:hadu et ul. 2007) .• · mples were 
h<rn<'SJ'ni.A'd fur 2 mi1 in 125 ¡.¡l<tf prtJteín C!(i.nKIÍJn buffer 
1 ri.!i-HCl 100 mM, sucnt!il: 250 mM, ED A 2 mM, · lz 
20 mM, ¡.;lya:rul 10 % wll') fresh ly suwi::mented with ~ 
men:a¡>tuelh:.u>l (1 mM), apnHirún (1 ¡¡¡; mr '). leupeptin 
( 1 (.1 • mr- ' ;, an.I ph en ylmethylsulkmyt llu(oridt: (1 mM } 
ll;rnll!JI'nale w~ conlrifu¡¡ed lll 12,000g ftr 30 rnin an.I lhe 
supematantculh1!11 and st~nd it - 20 "(' lúr fulth..- lllal)'lii.•. 

IJe~:u liUre rnedium ktr~ch santple wa.•al<ttt!~lecll:d , l)uph­
ili>ed, and the ¡>n>ttin C!(lrdtll1i by ll<ldin¡; 100 (.11 of pn>ltin 
extrdetion buffer. Pn>ltin conetntraiÍtlll w11< drttnníne<l by 
Bradfunl ~say (Ilradf..-d 1976). Proteins (30 Ji • w..-e. sepa­
rllled in JO% SD -PAGE an.I visuaiU.ed by si ver stainin¡;. 

In silieo clooing and annotatiun 

PAP ¡>h)ta.<e seqUC"nl'e.' fi-um G. mm ( renBunk au;e.o;.• im 
nurnber AAK49438.1), A tllll/imla (GenDank octe>sion num­
ber AA 74650.1), N. tabacum (Genllank acc.,;.• ion numb..­
ADP96799.1), anú M. tnmootrúa ( Gc:nllank acce.'i.<ion numbcr 
AAX7lll S.l) wrn' Ust:d a.< lJllerie.< in BLASTP (AILo;chul 
el al. 1997) searche> tu rt:trieve PAP hoiTII>Iugue sequences 
frum !he . reillwrdtii JI""''"" sequmce v.4.3 lt Phyltll<lmt 
vS.O (hupii~ww.phy!uztrnenel -.,...ch.php). he PAP htrnt~ 
h •ue sc:quence.' relrÍt\'t:d &om . runhnrdtil were then u'!11 
a.<querb ltl •~rdt the C. lf!iJJII/Jnltii ¡;tontrne ;;equence v.4J al 
Ph)'W7<Jf11e v,R.O. In add iliun,. <t lh er PAP ¡>niLL1n lil:<¡utncc:¡¡ 
with un knuwn phyta.•• Ul' tivity from G. nrax (GenBank 



accessiun numbers: AAF19820. 1, AA 85416.1 , and 
AAF60316.1) were ai;o u.o;ed ll sean:h lbr PAP humuloll"e 
¡;eqtlence!i in the e rei!hardrii B""ame. Pen:ent ámÍil(lllCid 
idenlity between pn:dictll<l prutdns was perfunncd wilh 
Me •Ali m software from ihe Laser •ene packa •e \•.7.2 
(D ASTAR, Madisun, Wl, USA). The oono;en"<l domains 
were prll<licted wilh !he SMART datu.bü.<;e {hll:p://!;tt111Tl.embl­
heidelba- •d<>'){LtrurV.c d. al. 20 12), anl.lhe Clll CA!nscrved 
Doowín DallJb!L"' {<DD) (ht!p:llwww.ncbl.nrn.níh. •UY/aid). 
Siwml pep~ides were pn:dicted wiih si •nalP 3.0 ser\~r (h~p:Jf 

www.cbs.dlu.dkhiervices!SilJilalPI) Wld the cdlular IOCIIIion 
was ¡n>dictll<l wilh Tl~Jl:elP (bap:/lwww.cl:ti.diU.dk/..:JVica;/ 
T.u¡.>elP/). 

Muhiple sequence ali nmcn111llll phylo¡;enetic .-,alyliÍs 

Pn:dic~ ¡w-utein., wen: al' •nll<l with lhe. au~l soflw ... e v.2.0 
wih !he d.tilult setlin "' (lwkin el ul 2007). fdmti:al ..nioo 
lldtl residu,;; in !he ai •nment wcre shadorl wih bladc and 

m"""''"'"'" substitulims wiih '"')' usin¡; !he Dux.'<hade pr~ 
¡¡rum (htrp:/lwww.dl.ernbnet.u'\l"softw ... dllOX_fi.lml.htm O. ln 
order tu identify !he characteri.~tic si •nuture of PAP 
metalbpho..phoeJ;1crll..e pre~t in CrPAPs we incLdcd !he 
¡w-~llein •"'!uence~ uf PAP ph)'lll..es from G. nra.Y (Gmphy) 
(CrenBank acce,.,ion nurnber AAK49438.1), A. thafia11a 
(Atphy) (GenBank ac.cession number AA 74650.1 ), 
taha01m tphy) (Cn:nlhnk ac=o;.<;Íf.ln nurnher ABP96799.1), 
and M . tntn<-atufa (M tph ) (GenBunk acce.,,Jon number 
AAX7 1 115.1). Tt.: phylogenelic tn:e WdS cm.-;tructed u.sin¡; 
the nóghbor-joini (NJ) mothod (Saitou and Nel 1987) ..,¡tJ¡ 
the P<IÍ:.;;.-;on oorrectioo (Zockc:rk.-,!land Paulín • 196S) u.<;ing 
ihe NJ a •trihm i"t'hmentcxl in the. Molecular E\uulionary 
Crend.ic Analysis (ME('.A) -'Ofiware v.S (Twntni t.1 al. 2011 ). 
BuuL,1mi'J'Ín ( 1,000 rq>ica"'s) Wll.' usm lo c:valuite the d"!P"" 
Llf suwort liJr ["'rticulur upín [111Ucrn< in !he ¡>hyllltlJ'nd.ic 
tree For ihe phyb¡)':reti: 111alylii!' we ird udcxl PAP phyi!L""" 
.-,d PAP.tike li<ll"""""" uf lá •her plant.~ prc:vinsy u..orl by 
Ditní!iÍOet ul. (2011). Additimally GmPhy w~ u.o;ed ... , quecy 

(a) 

JN' fAP>IP, TA•IP, TA 

fii(. l Clr/amyi}ulfl<}na.<· rdnluuJJii ailt!VatM f<>• 7 <by In T AP; 
TA u>., TA-t f(•..,, ill A ~qu· m-edO {a). e 11 COI~Cnb-atioo ore 
ndnlr~rdlii tult111 atl.:1 1 dJo¡. í• TAP, TAPi'll>0 , TA+fi'•• &Jtd A 

Anexo 1 

tu rerfoon a BlASTP tu ol:üin PAP phyta;t>-ikc litqUC!ll.~ 
ium ihe¡;enomo; ufthe.micrual al speci~: O.<tlf!ococrr¡; tauri, 
O.rtreococcu.• fucimari/lu.r, O.Hreococcu.< $p. R R09, 
J.licrom<ntu prmffa CCMP 1545, Mictrlmtnm sp. RCC299, 
Ol<roni:ra !;p. C-169, Clúarefb •'llriabii~ l'C64A 111d Jlo/wrr 
carteri f.IIQgzrien.tir,av•ilubleatlhe(ienomo Pcrtr.l oftbeJoint 
Oenome lnstitute (101 , bttp ://¡;cnomeJ •i.doe. •ovl). 
Furihcrmore, PAP protein sequences frum Su.< seroJa 
(OcnBank acccssion number P09889), 1/omo :¡apiens 
(OenBank acce~on number P13686), Mu.r muswfus 
(OenBII'Ik aa:essioo number Q05117), Wltl RI1M ntrwrgiws 
(('renB.-,k accession numher P29288) wcre inckulcd. Only ihe 
region beJween !he first co"""rved motif (OXG) of PAPs 
(Schenk et al. 2000) and thc cmsen-cd block oontai1ing ihe 
ei¡#/1 : residue reportll<l by Ku.-, • tt ul (200')) liJr Atphy 
wall ooll'iidcrorlliJr !he ph)'losmd.ic treeconstructiun. 

Trunscript expressiun 1111aly¡¡i.~ by RT -PCR 

Total RNA w ... , extracte<! from C. reinhardtii ulture.<; rrown 
for u periud of 7 days in TAP, TAP+IP., and TA+IP6 media 
usin • the cummen:ial kit RNA spin mini (GE Heallhcure) 
followin • the manufacturer's in.,tructiuns. Synthc:.<is of 
cD A Wll.' peritrmed u.•in¡¡ S 1' • of 101111 RNA and 200 
ufSuperS<TÍpl Jrl reverse lr.mscripllL.e lnvinu en) fulluw­
in !he mW'IUfacturer's instrtl:lions. PCR mix tures (50 !ll) 
consi.,1ed of200 11M each dNTP, 0.2 11M uf ea h ilrwwd 
and reverse primer (Online Resoorce 1), S 111 of d ilutcd 
cD A (1:5), 1 >< PCR buffer, 1.5 mM M 12, .-,d 1 uf 
Taq D A pulymer.ise (ln,;tru •en). PCR mix tures 411.\lu 
<:Ontuined 1 >< CES (Raller et al. 2006) for analysis uf 
CrPAP4 .-,d CrPAP6. Cyclin • oonótion~ were 95 °C fcr 
3 min followed by 40 cyclc:.o; of 95 •e in 30 s, SS "C 
far 30s, and 72 •e f¡ .. 1 min, lbllowed by ll final incubttim 
at 72 "C lbr S nin, in a C!OOO Thermal cycler (BioRad). In 
RT-PCR e"J:1"TÍment;;. •pecií~e ¡rrimers ilr !he e reinhardtii 
Actin ene, and ¡;panring an innun (220 bp), were included 
... , a runtrt• lo dettOCI imy •enamic D A cmtaminatim. 

(l>} 
20' 

E 
'S! 1S a 
.!5. I 
; 10< 

e 
~ 

~ o d 

'!# fAP•IP• TA>P . V. 

liquld IJIMia (b). ba<:h \lkle 1 111< 1n<a.i uf tbl\: .. noplo < SO. 
OitY'I!ft:llll .bwc::r W.\e /etlitrX itld~&.e lgníiicatU difY'cl'(.-,tce J~&:t""CCtl 
nli!&Jli (<li..,.\U)I AÑOVA, ~i.h<:r'• LSO klll . P<:O.OS) 
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·¡awe 1 PAP llfJIJlOiogu~ l'rom ChlmrJthnw nus reinlrwdtii l'tccJ~ .. 
l.ion of lhe: ~~oi.ll! of OJx:t• teadiug fnlu'JC tOHJ-), u "'t:ll aq; leu¡Jh, 
niJiea..--ub t ~i:iGiu and i~~cb i: J)UIUl of du: oon~i>J""Ilting: ¡m,lci • 

&c¡ucucc O Rf (ph l'r<>lo:ll (..:!) Mnlocuhu l><><:lecu'it 
"'"'ld•• (W•J j>OIII ( Ip 

CrfiAPI 1,!>74 157 60.84 s.~o 

Cri1AI'1 l ,k99 63 . 69.73 6.32 
C. PM 1,890 639 ó9.l2 1>.~4 

!/}16 m¡ 7$.29 H5 
1,9 14 hl1 ~~~ .. ~ 4.46 

1 11 4J3 41.92 6.01 
1,{>44 5117 62.25 H l 

Gnrplry e;~;,• mtU ¡>h)ll 

Chfam 'llonl(lllll~ ll!illlwrrltii ¡,'1\lwth and pr<ll~in 

eiL"CtnJphurelÍ<: J:>ll>lib u..•ingiP ,, as a so le suun:e uf P 

Chlamy dllmllllD.< rei11hardtii was ab le 10 ¡,orow in TA 
suwlemented with rhyta-. "' u sol e soun:c of P (Fi¡¡. 1 u), 
n:achín ··u celf conccntruliun of 11 J 7t J .OS >< Io'' ceB mr ' in 
TAP, wh ilc 17.09+1. >< to" cdl mr ' wusreoched in TAP+Il'r., 
und 6.6+0.29 ><1 <f' cell mr ' wa.He.uchcd in TA+IP• (Fig. 1 b). 
A' expt:ttcd, the TA tre<Jiment J id not >huw uny 11uwth. In 
adtliríun, we. klund differmc.,; in pruto:in prufile> hetwem C. 
ll!i!úurrdtii cultun:s ¡;rown ,., TAP, TAP+IP(u and TA+IP6 

mt:dia in buth intracdlular and extrocdlular ciL"Ctruplu.-ctic 
prulíl.,; (lEP and EEP, re.spccti••cly) (Online Resuun:e 2). A 
bimd uf -44 kDa was lüund exclu..•i••cly in thc IEP fn1m 
culture~' owin • in thc pn:sc:nu: of phytate. wh ie a band uf 
- 214kDawa.• fuundunly in TA+IP6 in thc EEP.Othert>I.Dlds 
{lf -47 111d '"93 kOa w..-e al~o u!Rrvcd in the IWP uf 
TAP+IP6 and A+IP1, media; h,~·e•er, the b:t1d uf - 9 k Da 
w...,.,u.scd in intensity i1 TA+IP1, medium 1he inu::nsity <•f 
bands <~f -70 and --109 kfJa aLo;o d11.Tcasl11 in thiJ; rnet.lium 
{On line ResouR:e 2} 

he •enome .¡of e ll!illhartltii ct>ntains SÍK PAP huml~ l •ue 

Sl'n"-' 

A sirtúlarily sean:h usin • the prulein s¡:quena: fmm omphy 
n:trie\-cd ñve PAP humulu}'}lc ~uena:s, nurnet.l CrPAP I, 

rPAP2. rPAP3, rPAP-l, and CrPAPS. CrPAPI showed 
thc luw;;st E value I.Je-77

) and CrPAPS the highe>1 E ' 'dlue 
(9.6e - 17

) (Online R.,;oun:e 3). Only une additional PAP ho­
mologue se{jllmte wa.• retrie•-cd usin • u PAP frcrn G. max 
(GenBank acc.,;SÍ<Il nurró..- AAF60316.1) wíth an E value of 
2.4e->', named rPAP6 {On line Re.•uull:c 3). BLASTP 
sean:hc:.' u..>in • thc sP: CrPAPs and uther ¡>lant PAP St:<.¡Umc.,; 

n:tñcvtsl no more hit.s. All CrPAP~ were further 111aly!.cd 10 

.(J ":1 

! ~ 
~ .. 
" • 
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~'fa, 2 TI1e lx tPAP fiotn 
ldJtlrunldi.Tit<! ptlldico:d 
uii!UIItlpbo.,,l..,......,,.... d<,.n•u• 
(A/6u/lq>.lws) a m íldl.c io:4 
l'tlldie~lld i!Pull"l'lideu t\! 
íldlcatlld iuJarl¡¡ru)! 111<h 
~¡¡...., liul}pe l dtm..,.it (HU¡ 
s ildie~dfoa tPAI'l. Tiló! 
auliuo a&:kt u~I'Ihctt:ar-caho 
ltldkatlld 

CrPAP1 

CrPAP2 

CrPAP3 

CrPAP4 

CrPAP5 

1 

1 

1 

1 

o 
H2N 1 

predittlh<'ir "'sp,Wve. roolflCU lar wei¡;lltiiJd isodiOCiric ('Ünt 
(Thbk: 1 ). Tir pralictcd. mo~uhr wd •ht of the six rl'APs 
\'lll'Íed &om 47.92 kDa t rl'AP6) tu 75.29 kDa rl'AP4), 
whi1e lhe i.<;Odectric j'l(JÍrú wa.~ hi¡;ller i 1r must CrPAPs in 
etmpui~un to G~hy. eJ<Cqll fur • rl'AP S wílh a klwer Í.<o­
eb:b'c poirú. Pereo1t amino acid idi:ntity betw= the predct­
rd .mino ·id '""'lll'11Ceo of C. reinllardtii homolog!CS and lhe 
i,tur plant PAP phyta.o;c;, Atphy tph , Mtphy, and Gmphy 
nan lllll frum 26.8 % (CrPAP4, ·. (l~hy) to SS.l % ( rPAP1 
vs. Atphy), whereas amino a<:id identity amon¡; the C. 
mnhardNi PAP oomo1 """ r""¡:ed &urn 1 5.4 % (CrPAP4 

OPAPI 

OPAl'2 
Crt'APl 

CrPAI'l 

Q~A~ 

(WAI'6 

orc_,.,.;,Jwnldi 
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! 1 ! Mot .. IOIIIIOS 1 
1~7 447 632 

-.-.. u .... .,. 

22:4 447 629 

1 
MotollopiiOs l 

691 
205 336 408 

1 fl\1~ 1 1 MtUIIopiiOt 

665 1 
1 

169 438 637 

1 
Mot .. ,_. 

1 

356 436 

MotollophOS 1 1 
200 6'00• 691 

· ¡;w- 1 COOH 

V!i. rPAPS) to 902 % ( rl'AP2 \'!i. CrPAP3} (Tibie 2). All 
s i• CrPAP prcd.icted proleins showtd u melallopho ... 
ph<lt'sl<ra.<e dmmin símil ar 10 lhat found in plunl PAPJI 
(Hegermn and Gr•bw 2001 ; . du~nk el al. 2000) (Fi 2} wílh 
a lmgth ranging frcm 224 ISI in rPAPI tl 270 aa in Crl'APS. 
A Fibrunectin type 3 domain wa.~ predicted K>r Crl'AP4 
(Fig. 2) Aloiu a si~ al pq1ticle for lhe s=etcxy puthway w11.< 
found il CrPAP1- S, bu! not in CrPAP6 (Fi . 2). Furlhermon; 

rPAP 1-6 coniaintd the eun.<ervtd seven metal-Ji •uü • 
amiloacid re!iidues in 1he 1\ve ronsc:nsu.< moti& pre.<enl in 
PAP melHIIuphu;phoeskrd..<e proteiru; (lle •eman and Gr•bw 
2001; Schenk e1 al. 2000) (Table 3; Oni ne Resu un:e 4). m 
addition, CrPAP 1, CrPAP2, and CrPAP3 cmuúned a con­
served Cys res idue (Online Rcsoun:e 4), which ha.Q be"n 
rc:ported n be inwlved in ihe fannation of a df;ulfa:le bridlJ" 
111 Ñrm a hmmdim.,. in A tllnlim1a PAPs (Li el al 2002). 

Ph)'"'senetic rdationships <>f CrPAPs 

Tho phyJosenetic analysi.<; re\>ealtd a m. wílh nine major 
cladcs (Fi' 3). hile 1 grruptd PAP homolugue .;equence.< 
fmm planL< eilher wilh endoplllSlric reticulum ur mil!lchondri­
a1 si '""1 P"'.'lidi:s. Oadto; D, IV, V, VI, and YrD compri;;cd. only 
PAP hurnolugue s"'l-'mccs from micntal¡;ae. PAP phyia.ses 
and PAP phyta.o;e..like sequencrs llum planls groupt<l iJ clade 
ID, alo wilh two sequmco; &om lh<' micrulll •u Cmrom)"'-' 
subefliproidea C169. Cllde VD wa.•H>umpñ.<ed rmstlyofPAP 
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Pi)l. l Nclkllbo ... joiutug ,,hyiOK,t1 &Ct•c In: ~ !Jas..:d u 1i dloe Cl!.bud 
aJ igt urle1U or I'AP hotnobgu~ -. fn'>n\ C n: inlrurJtii (blucl círdt?.."''), 
PAP Jllly S'-1tb fn,•n 1,1.:..1 {bL& ln·ulljj~·) s.ndOLiá!II'A I~ hu no .. 
loKu fruul -= ti&]Ul"' tr ~,¡ IJb. N utrilo-.'f un dJe- brandrc; iud iC &IC 

homo!q;uc. f;c:{J!Jeoctcs fr""' micToal¡;¡tr, cXC"ffl for a SO:<tUIO:ICe 
á-<JTTl thr phnt Lup m3 lJJieru. CrPAPI was )!nJupod in d ade 
IV, an.l rPAP1 an<l rPAP3 in clade . whrreas CrPAP~ lUll.l 
CrPAPS were 'muped in d ade VI. CrPAP6 was :tn:JLJ¡Ied in 
cWe IX al¡¡n¡¡ wilh mammalian PAPs. 

Tht. ~'"l'"'"'íun of all gix CrPAP ¡;onos w~M< t\"dluate<l by RT­
PCR (Fí • 4). he ""l'"'"'iun uf CrPA PJ, CrPA PJ, CrPAP4. 
and CrPAP(f wa.< Uel<l'led in al treatmeniS, whrn: the t"Jledtd 

t i~ ¡JCt\':CI .. 118C O 1,{)()() l)()()hl.r;J¡> tCplie&liúiU: • lii,JVrlalfl dl p3.1tiCUI8J 
noder. and. only tlll.M ~ ath ulOte dllJt ti) • :u~ .,f~~ 11. kumun numbrrY 
••dial~! dat nini:: l tii.JOrd:.lb:o f du~ phyll>ga.etiC tia: 

a"l'IÍW,... were I'"'"'"L CrPAPJ showeda v<sy hlwe<pres.~irn 
in aD the ln:atmt'nl!i, f1Uiticulariy in A+ IP6, wb..-e an i111plie<JO 
uf --400 bp was vf; ible, rather than the --200 bp ampliC<JO 
•"JJOOW:d frum l.he preilictod ¡;equence. his rdlull wul<l he 
<"Jl lilined by :m in<:<1111:1:l pn:d ictiun uf m extm, sÍlte it i.< 
knuwn l.hat, flor a ty¡1ical ArabldtlfMI.f ,..,., wí l.h fivo el(ll1'0i, al 

le.,;t one 10l(lln i~ exptl:tod tu hll\'e 111 l~ast une of Ílli bl~Cdcr.< 

pn:di~ted inClliTcctly hy th~ ab in itio gene pttdi:tiun pmw:m 
(Rhee et al. 2006). he exprc<<iun t~f CrPAPI n 111h.l not he 
.:lt::teettd in TAP, a v..-y luw "'P"'"'Í<m ww; drte~ted in AP+ 
IP., while ah · •her O"Jln:AAiun wa.' vi..;uul izeo.l in TA+IP,., when: 
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ldnlrurdlü Aétin i!j:! 1.e d> A. Mob::úht v..-'g_ll u:I!Uker (Al} _log 
D A laolcl<:o <W h llglio 8iolil ) 

lheexl""'IW amplíc<1n uf - 200 bp wl&S l""""'t. TI1e cxprt:Nsim 
uf rPAP5 wa.< dc:m::ted in TA+lP., wb,..e an amplicon uf 

hp fnom lhe e A .-·~ pr"""'L while "'"i<;ibi: amplicm 
wa; dc:ttrted eillx;r in TAP ~ TAP+IP6 . 

Dioeu 'on 

Quise! et al. (1 996) m"'limed ull'lublíshed resuiL~ aboUI 
ninilardlii b<ingablrto •ruw in a meditm wílh phytale a.~lhe 
m i •u urce uf ph~hate. ln llis ¡¡tudy we furth,.. supptwt lli~ 
obsrrvalim by SOOV.ln Jhat Ín fi&c:l ihÍs rnb<lll •a Wll.< able. lO 

~owon phytaleaslhcoliy stouraoofP ínlhe medÍJ.m,andlhal 
thi.~ condéion ínth=l doange.~ in lhe ele<:~ropbor.tic pmlein 
prufileofC reillhardti. The ij¡;J>er rénllarriliicell nurnb= 
illlnd in TAP+lP• could accóunl fúr lhc increa.~ amounl ufP 
ava ilable in lhe medium, assumín lhal phytate wa.< 
dephos¡>horylaled by a phytase. frllm lhe microal •a. fn 
cm~tro~.,<;t, kow,.. cdl nurm ... s in TA+IP6 muy be duelo incom­
plete depluJ!;¡>hurylation of phytate by a micrua •alphyta.<e 
and llx;refúre les.< Pavilible in lhe medium, ínce phytate ís a 
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chdator a cnt of rrinerdl catiu:t.' of nutritimal l;ignífana:, 
su eh a.~ K and M •, ínclldin metal~ sucb as , Zn, Fe, and Cu 
(l.o~z ct al. 2002), lhi~ pheJV.Jmen<m c.oukl explain the p¡le 
green Clllur filund in lhe cultures ~""'" in lhe presrnu: uf 
phytate which t; liirrilar to C. mnhardtii w ltura; def~~: ient in 
Zn and Fe (Kruptt d. al. 201 1}. lnt"""<i!Ín¡¡ly, we liso found a 
\'lii'ÍatOn in intr.ocellular l1nd extracellular eloclr<:~ooretíc 1'~ 

1ein pn>lile~ acoonling tu lhe mll!ia tesll>d, as indica~ by lhc 
r-e or abs....ce of ~e bl!nds, whi e uthen; dc:crea.~ in 
intensity after lhc lldlitim of pbytate. These J'CSp<Wilóeló ruuld 
be Jllrl of the metabolic lliaptaliuns known w; ph(lf;phate 
starvatiun respm!óe (PSR). wh ... e a dilferential prlllcin accu­
mulatioo tKrur.; undc:r Pi liiJUVdiÍtln, índiu&tíng un extensi\'e 
chanse in ~ne expres.ion 11ndÁ!r pntldn lumO\tr (Dutr el al. 
199 1; Lanel al. 2012: Ra hutham111 999). Furlher bíoeherrical 
am4ysi · ll.\Ín • two.dímensimal elertr(\>hure.<i · will fucí litate 
lhe ídmtiliclltiun of novd phyta.>;es in C renlwrdtii ~o"'n .., 
TAP, TAP+IP,. und TA+IP6 treutmmLo;. 

Plant •enomes cmtain nurn,..ous •ene.s encodin' PAPs: A. 
tllllliiJIIa 29 PAP S"""-' (L.i et al. 2002), Ort:.a .fllli\'a 26 PAP 
• ..,e.< CZh1.11 • el al 2011), and G. max 3S PAP •enes (Li el .t. 
2012). fn contr;t;t, PAP-Iike scquena:s in prukaryor.• aroeur 
to be 111\s numerou.o;; for exa!Jllle one to three PAP-Iike 
scquences ha e been identified in various s¡oecie.< uf 
cyanobmerit (Yeung et al. 2009). In C renlliJnllii, we fuund 
six PAP homologue ¡:ena;, inditllting lhat lhc C. rr!illiliJnltii 

PAP ¡:ene fiunily ha.• nlll undet¡;ooe an exten<.ivc ' "'" dlljlli­
cati.on pnoc:es.,. The pr..:Hcll:d muleu~lar milis fúr CrPAPI- 5 
was similar lo lhose 6-om pbnl PAP phytast:N (Konietzny and 
Or<iner 2002). ... tüle CrPAP6 resrrmled lhc kow mo!ts:ulw 
weight m plan1 and mll11mai an PAPs (K bunde and Krebs 
1997; li el lll. 20 12}. TI1e ¡ralictttl ísoelectric point (1'1) f<T 
m~ CrPAPs hl&! acidíc values fntm 4.46 to 6.32, simiur tll 
phyta.,a; frtnn baderial, fungal and punt snurces (Kuni:tmy 
und m:iner 2002), a..~ wdl a.~ tu pbnt phytases &oro soybeat 
(Gi:lson and Ullah 19RR), maizc rll(>l (Hübtl and lkck 1996}, 
andiQmalo rool(li el al. 1991).1n c(lnlra.<;t,lhc pi value uf SS 
predicled li.1rCrPAPI w¡¡.s similar to lhc 8.56 of a HAP ph 1a.-;e. 

enzyme frum AspergiiiU'i fomigan1.r, which i~ emsid,..ed a 
well...,ited enzyme fur strai hlfoward purificatitm un un in­
dus trial al (Wyss et al. 1999). A.• the ín silico 1.11Uiysi' 
rt"Vea~ all •ix rPAP (TOldos cootaindd fi:atur12; char..,ter­
i<tíc ofPAP enzymes: • metalbphos¡ohuestcrd.o;e tk!rruín sim­
ilar lo lhc ore containing lhe m~ta l a:ntO" and actin • u., lhc 
calJJiytic dómuin in kJV.Jwn PAP enzyrre.· a.< wdl "'' lhe srven 
m.tal-bíndin resilua; in lhc fh.., consensus mulifs re¡KJrted 
for phnL' in PAP m.tall~oo"l?hua;¡,ra.<e prot<in · (He~m.., 
und Gr•lxtu 200 1; Schenk et al. 2000). Additiunull y, a 
Fíbrur=tin type 3 dómain w~ prediáed for tf>AN, whído 
i• commmly oboicr.'CÚ in mallYllalian PAP proteins. imill.l' 
domains "'"'"' o!:.;er,..,d in a PAP fn>m PhareolUf mtari• 
(kidney bean) (T.< y •uelnaia and Doolittle 199&) and PAPs &om 
A. thaliaNJ (AtPAPIO and AtPAPI2) (li ct al. 2002}. The 
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signul peptidc fur the se~,.elory palhwa pred icled fur 
CrPAPI- 5 indic.ale thll th~ pnll<ins cookl be: lldin • in the 
extrau:llular env imniTll.'nl , a.< dt> muny micmbial and planl 
plu••phala.<e.<, inc(uJi • rhytase,;, in onler lo U.,rho•J'Ih<~rylute 
iliffen:nt ·u})¡¡ trau,; foond in th<ir envimnment and lu rciea>~: P 
li!r ÍL< upwke (R.ln ct ut 2009; Ti101 el al. 2012¡. Pre>w u.<ly, 
Diun i.<iuet al. {20 11 ) "'fl<li'Ltll u phykJgt:netíc ln:eCU~Ilpllsed uf 
live dlkli:~, tmupin • plant PAPs wíth phylll.'iC aclÍ\•i'.y lfld 
uth..- plant PAP oonllii<JSue pntein<. In Lhis sb.Jdy, we rrpon 
a tood uf ninc major dlll<:s in a phyl< •enetíc tree aLo;¡• incluU.. 
in¡¡ micmalgaeundanirnal PAP humtJiu¡;¡u:pnHcin.<. All f11ant 
PAP phyta.<e.< and plan! PAP phyta.<e.Jike ,;equenc<:~ gr<1Upcd 
ín d ude 111 , while fll'e clllles (D, IV, V. VI, and VID) were 
exclu.<ively f¡Jf'1'11ed by microolgac PAP oomol~Jgue pnrll:inK 
None uf the lPAPs gmupl1i with pl1111 PAP ph)•tas"" ; huw­
ever, two PAP hornu lu •utt.< frmn the microa l •a C. 
.'iuheflip.widea C-169 (J rl ¡mtein id: Jli336 and 60417) 

ouped inl<> elude ID conlllin in • the pl1011 PAP phytasc;. 
fu thi.< ~1udy, we kllDlll lhat •ene expre!i.<iun uf CrPAP1, 

CrPAN, 101d PAP6 n:mained unalfecled by lhe change,< in 
the P suboitra.,, while CrPAP3 was Lhe gene with the luwc;l 
expression lc:vd , and iL< ocpre .... <iun appeared even low..- in lhe 
pre.sence uf phytlle a.< un ly soun:~: uf P. ll Í.< knuwn thal 
ioo •101ic phu.;pha., um acl as u mud!,mte cun1Jt li live inhílr 
itor <>f "'""' PAPs (Schcnk el al. 2005) thcrelüre the Pi 
relea.'iC<l by the hydmlysis of phylllte could ucla.< inhibitur uf 
CrPAP 3. M<~rw''""· lb e Je,..,l, uf urthupho.r.l'hale in the ¡;ruwlh 
ITll.'d ilDitc.an inhilit lhe pruductiun ufexlrJcdlulll' phyta.<es in 
fun •i(Kun i~Úllyand Greincr 2002). In cmtro~.<l, we f<•.mdlhal 
the expres.<i<"' ufCrPAPI was ¡.,J..,eJ both in AP+IP,, and 
TA+IP6 medí;, índ ícalin • thallhi.' .sene m ay be re>'!"tnsi••e lu 
the presenu: uf phytalc, 111d lhe phu.'flhale salL' dq>rivalim 
may be enharein¡¡ this "''1"'"-'"'· CrPAPS uwean; tu he n:­
'J>IlllS Íve lu ptn .. phale saiL' deprivuliun. since thi.• g¡:ne wlli 
expre>;.....,U <tn ly in the A+IP,, medilDn. 1he indwliun <>f ucid 
pht••phat;L"" S)1lthe.,¡_, in "'''~""""' 111 Pi ~1arvation ha.' been 
dcmunslrdted in hi.sJ1erplanL<(Dulftt ltl .l991; :..ldstcint"lal. 
1988), while in ·•me mi~'llUlrWinO..ms Jike bucl..-ia (lJtJCillru 
. <ubtili.< and Kúh.titdla terrigena), lhe pre.=ce ofphylato can 
induce the •ynthc;i.< uf phyta."" (Greiner el al. 1997; Powar 
and Ja" m u !han 1982). B<>Lh CrPAP 1 and CrPAP m ay en­
rode ftlrpoosphata.<t:.< invuh•111 in !he P. R,prob.Cly actin • in 
~-ycling Pi fnm allemato ury101ic pmls,. which C(ruld include 
phytale f<~r any uf them The sludy of phu.;phata.'iCS ¡_, very 
linúle.d in mimrulWI•· and no PAP with m wi'.h<JUl phyla.<e 
uctivil)' ha.< b""n idenlified und char•cteñze<l in ni11/11Jrdtii. 
In Lhis s1uJy, we idmlified. in silico, six PAP h<rn<~o¡;ue ¡¡en"" 
in reiJ/IIJrdtii (CrPAP/-(J). and evaklaled treir expr,..,< ittn 
u.<i i • phywte a.< lhe onl ·¡run:e uf P. Taken lug¡:th ..-, the 
infurmaliun •enerllled in Lhfi slldy pmvilt!.< lhe fin;l in<i •hL< 
into the PAP family in C. ninhardtiiand ha.< l'"''eU the way for 
liuth~:r •melic and biuch..-nical sludic; ain"'d al eluci.laling 
thé n~c t1f lhese pmlcin.• in the hydn~ysis ufphy~e. 
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Anexo 2 

ANEXO 2 

Alineamiento de la región P+5'UTR del gen atpA. P+5'UTR atpA: secuencia obtenida del 

GenBank (Número de accesión BK000554); P+5' UTR atpA (p322): secuencia del 

P+5'UTR del gen atpA contenida en el plásmido p322; P+5' UTR atpA (cphySr) : 

secuencia del P+5'UTR del gen atpA contenida en la construcción de expresión cphySr. 

P+5 ' UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

P+5 ' UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5'UTR atpA(cphySr) 

P+5 ' UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+S ' UTR atpA(cphySr) 

P+5'UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

P+5'UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

P+5 ' UTR atpA 
P+S'UTR atpA(p322) 
P+5'UTR atpA(cphySr) 

P+5'UTR atpA 
P+5'UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

P+5 ' UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

P+5 ' UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

P+5 ' UTR atpA 
P+5 ' UTR atpA(p322) 
P+5 ' UTR atpA(cphySr) 

1 
1 
1 

55 
61 
61 

115 
121 
121 

175 
181 
181 

235 
241 
241 

295 
301 
301 

355 
361 
361 

415 
421 
421 

475 
481 
481 

535 
541 
541 

T( TC c;.n.c;..;,;,AJ;t~ T T T T T1.l~l\:"'\T~ T A:"-.:\ CI'T'!' T TT !\:\ T C'l'T T T !". T '!"!"' ,; T'l"I'TTT C TTTT T T 
................ , 'TTTTTT 

'T(:'J'C:(;;\( ;;:...i•J\r_ ;;:...TTTTi~t\[~:\. ~T!'.: .:\~ ~ TTTTTT /~/\'1_'(_' TTTT .;TTT.A.TTT'l''fTI :TTTTTT 

F.TG 

i\TC 

1\TC 
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Anexo 3 

ANEXO 3 

Alineamiento de la región codificante de la fitasa de S. ruminantium. ORF (phyASr): 

secuencia obtenida del GenBank (Número de accesión AF177214.1 ); ORF (cphySr): 

secuencia del gen de la fitasa de S. ruminantium en la construcción de expresión cphySr. 

ORF(phyASr 
ORF (cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF (phyASr) 
ORF(cphySr) 

ORF(phyASr) 
ORF(cphySr) 

1 
1 

61 
61 

121 
121 

181 
181 

241 
241 

301 
301 

361 
361 

421 
421 

481 
481 

541 
541 

601 
601 

661 
661 

721 
721 

781 
781 

841 
841 

901 
901 

961 
961 

1021 
1021 

ATI ,T,I\F,TACT(,I,CAI,AAC,I'F,TC,CU,TTI. 1' l T r, l Al Tr:TC fTC,(,TCI;Gcc;cr,TCCC:TC:TI,(, 
h.Tr~;..~ .' '[,~.( r~, ~ r,;\, ,' .:. .• r, __ (, ~T 1 ';: '='l, ~:.e T ~Tr,...,'J, (,'' ,, , ' ,~:lTr C:CTCTC-.G 

Ac;r·T AU,C(,C(,r ·c,cc ,(,l\1 ,C(,(,I 1 'I,C/\1 ,(,A< 'TTC'(,A(,(,(,CTTTC,TCT(,(,CGCC:TCC,ACAJl.C 
AL,r:l.J::..rCl r,( r,r r_, r,,,:.(,r r~', r, : ,r-,.". '1 l''' :c,r,¡, ·~ l"l'¡,J''l'r~ ,r~',C':Tr.:GJ..CA?C 
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Anexo 4 

ANEXO 4 

Alineamiento de la región 3'UTR del gen psbA. 3'UTR psbA (S.M.): secuencia de la 

región 3'UTR del gen psbA proporcionada por el Dr. Stephen Mayfield ; 3' UTR psbA 

(cphySr): secuencia de la región 3'UTR del gen psbA contenida en la construcción de 

expresión cphySr. En el recuadro naranja se observa la etiqueta de purificación FLAG. 

3 ' UTR psbA (S . M.) 1 
3 ' UTR psbA (cphySr) 1 

3 ' UTR psbA (S . M.) 61 
3 ' UTR psbA (cphySr) 61 

3 ' UTR psbA (S.M.) 121 
3 ' UTR psbA (cphySr) 121 

3 ' UTR psbA (S.M.) 181 
3 ' UTR psbA (cphySr) 181 

3 ' UTR psbA (S . M.) 241 
3 ' UTR psbA (cphySr) 241 

3 ' UTR psbA (S . M. ) 301 
3 ' UTR psbA (cphySr) 301 
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Anexo 5 

ANEXO 5 

Alineamiento de la secuencia de aminoácidos producida por la traducción in silico de la 

construcción cphySr optimizada con el uso del codón del cloroplasto de C. reinhardtii. 

phyASr: secuencia de la fitasa phyA de S. ruminantium dada de en el GenBank (No. de 

accesión AQ13669); cphySr: secuencia de la proteína producida por la construcción de 

expresión cphySr sin el uso de codón optimizado; cphySr 1064468: secuencia de la 

proteína producida por la construcción de expresión cphySr con el uso de codón 

optimizado. En el recuadro naranja se observa la bandera de purificación FLAG. 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

phyASr 
cphySr 
cphySr 1064468 

1 
1 
1 

51 
51 
51 

101 
101 
101 

151 
151 
151 

201 
201 
201 

251 
251 
251 

301 
301 
301 

351 
351 
351 

MF·, W ;,1 IIF, JLCJLL \'(,f,'3l.WI LP ,!All!\AcAPE•)TVTEP'JC,? {AP l\EPP )D 

l1f LW,/1- H; 'LI ~Ji) \-,~\JJJ'I;lLP..-'hr);~·dld F.¿fv rF P\'C-.: tAPll.EPP 1)D 
t-lf d•¡ZJ ~L\ 'L ·~!: ~ . ..:I :JT' f ,.-':.L ;\, ¡-;.¡ E.-T.TEV.c~--;1.:_¡ AEPP¿D 

FEC,J· \..'VJ'' I J)lJ/V,¡. E r: PPJJFPT '\ !1 \LJ -: PF'I- !- ~llr...D!."'\ 1 
1 ':' "1 E: 1 ,: lD!· L 

!I·J,J· wriDllflCJt,~,!IJll·t r. \rlLP'fl!-11-'l 1L!J". 7
1 ''.'IEC,!JD;L 
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FPD:;·.r¡r.r,· .. tlf.;:'.[ ;:r I~I !lPLh· .. ;.r lil J''' 1 1/\PI rlr!H I ~F.(,(,Fi/J--'PVJ 
If-. 1 ,,,';:Tr_,: ,11:· .• 1. ·t 1 r -. L{¡ r ~I .rr ·!ll!.t!l,C,E\IfVJ 

F Pl 1."·L-!JL .• •JI ·.1 •j [1 ]¡• LJ--: 1. -,1 l-1!- • l > >--'L ,r ur 1 1: t. l._, l._¡ E' 1 l V..! 

r \/ __ TE..-FHT.I l\¡)(,t·H;! 1 PT r. ~,TDH''~-JPTPltJ r 1'PF'L=' F~! TLP. Dí·WlllF 

t 1 .. IL.-L -'.tt ,(,[lt ~l·t 1 •t 1 '1' 'l;l¡'!']l¡.t]J!lr . .-~'L',' 1 
7 1P .. ~'f.ítJli1F 

l '. E.-!:_,-r•H\,'i,~l'llt"\.~l'lt,\";'[Jríll1 FIL.Jt.lLt'lljP..-LJ,~~WLlli 
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Anexo 6 

ANEXO 6 

Alineamiento de la proteína de resistencia aadA. aadA (Gb) corresponde a la secuencia 

proteica dada de alta en el GenBank (Número de accesión CAA26199.1). aadA 

corresponde a la proteína que proviene de la construcción de expresión sin optimizar y 

aadA (pMA) corresponde a la proteína que proviene de la secuencia optmizada con el uso 

del codón del cloroplasto de C. reinhardtii. 

a a dA (Gb) 
a a dA 
a a dA (pMA) 

aadA(Gb) 
a a dA 
a a dA (pMA) 

a a dA (Gb) 
a a dA 
a a dA (pMA) 

a a dA (Gb) 
a a dA 
a a dA (pMA) 

a a dA (Gb) 
a a dA 
a a dA (pMA) 

1 
1 
1 

61 
61 
61 

121 
121 
121 

181 
181 
181 

241 
241 
241 

MP E;.'i} :hE'l2"f )L ~1~\/'¡C,VT F:PHLEf~L -,¡. 1J 1-l l 1 C,~AVDC~C~Lf"PHSDT DL l VTVTVPLDE 
MP!,O\I•'l' .. ,I,L.F ',',''llffd:.!1I., .. HJ. •• ·.c .• rrr,¡¡rf!A•TDLI ITvTJPIDE 

lvJPEAV Il\EV::- T .,)L_¡l \" ·r .,." j¡._,p HLEPTI 1"; }-! L + '--'·)..-"\. L ',, ,Lt-"PH.~ rJ 1 DI L' T\'TVP LOE 

TTPP C.LIIII1 Ll ,¡.' 1 . A . PC.E.'f. I LP i\\'F'.' l V'Jil!lllT 1 PW!' t PM'PF:I ,iFC.E\v )PIIDT LAG 

l'fFF-r..Lr . r:.J E:l'....,.~ •. ~ ,¡ r lLr.! ~ !J ,!1D 1 llt--'tn llt\!-'i LL"'fC_,EN..!PllDlLA(, 

fTPPl\LT!JI\llt'l~'h p,J·.~·r:::::IP'·' ll.'IIL IlPNPlF;..rrr.:__-tC,E.'J,,:'PllCILAG 
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