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Resumen

En las tdltimas décadas las microalgas han surgido como
biorreactores para la producciéon de proteinas heterdlogas.
Chlamydomonas reinhardtii es considerada la microalga mode-
lo para los procesos de transformacién genética; sin embargo,
a la fecha se han logrado realizar transformaciones estables a
nivel de nucleo y cloroplasto en otras microalgas utilizando
técnicas de transformacion tales como biobalistica, electropo-
racion, via Agrobacterium tumefaciens y/o perlas de vidrio. Para
realizar una transformacion exitosa es necesario conocer las
propiedades fisicoquimicas de la proteina que se desea expresar
y de esta manera elegir el mejor sistema de expresion. En este
capitulo se presenta una descripcion general del progreso en la
ingenieria genética de microalgas, asi como algunas estrategias
que pueden afectar el rendimiento de la proteina tal como el




ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

uso de diversos promotores y otros elementos regulatorios. Se analiza también
la expresion de péptidos hipocolesterolémicos, antihipertensivos y antimi-
crobianos en microalgas. Finalmente se revisan algunos enfoques emergentes
para la produccidn de proteinas recombinantes en este sistema de expresion.

Introduccion

Al igual que las bacterias, levaduras, plantas y otros sistemas de expresion, las
microalgas también pueden manipularse para expresar genes heterélogos para
la produccién de proteinas recombinantes que tienen un valor importante en
aplicaciones farmacéuticas o industriales. Hasta la fecha, algunas proteinas de
origen animal como anticuerpos, hormonas y vacunas se han expresado en
microalgas a niveles econdmicamente viables.

Las microalgas presentan varias ventajas en comparaciéon con otros sis-
temas de expresion, entre las que se pueden mencionar su rapida duplicacion
celular, crecimiento fotoautétrofo o heterdtrofo, ademas, la expresion de pro-
teinas recombinantes puede llevarse a cabo a nivel nuclear, cloroplastico o
mitocondrial; asi mismo, algunas especies de microalgas han sido catalogadas
como GRAS (Generalmente Reconocidas Como Seguras) y a diferencia de las
bacterias, las microalgas poseen vias complejas de modificaciones post-traduc-
cionales, y por lo tanto pueden producir proteinas glicosiladas. Las microalgas
modificadas genéticamente son adecuadas para el crecimiento en fotobiorreac-
tores cerrados, en los que las condiciones de cultivo como luz, temperatura y
nutrientes pueden controlarse eficazmente. El cultivo de microalgas transgéni-
cas en fotobiorreactores también puede evitar que los transgénicos se escapen
al medio ambiente, lo que potencialmente puede ocurrir en las plantas superio-
res por medio del polen. Las microalgas productoras de proteinas terapéuticas
u otros compuestos valiosos pueden ser potencialmente administrados por via
oral como algas liofilizadas en polvo con poca o ninguna purificacién. Estas
ventajas hacen que los sistemas microalgales sean atractivos para la produccion
de proteinas recombinantes y otros compuestos de alto valor.

La introducciéon de ADN fordneo dentro del nucleo de la microalga
puede conseguirse mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, electropo-
racion o agitacion en presencia de perlas de vidrio. Otro procedimiento que ha
demostrado ser exitoso para la transformacién de cloroplastos y mitocondrias

496



Capitulo 17. Transformacion genética de microalgas

es la balistica. En este capitulo se describen los fundamentos de estas técnicas
y algunas aplicaciones.

Transformacion nuclear

El fundamento de la transformacion genética en algas es causar una permea-
bilizacién temporal mediante métodos fisicos o quimicos en la membrana o
pared celular, segtin sea el caso, permitiendo que el ADN exdgeno se integre
en la célula. Una de las variables que deben tomarse en cuenta al momento de
transformar genéticamente una microalga es su movilidad, forma y tamaio.
Generalmente cuando las microalgas tienen un tamafio <5 pum se requieren
condiciones extremas para la transfeccion, en cambio cuando su tamano es de
10-50 pm las condiciones de transformacion son menos dailinas.

La expresion nuclear de transgenes en microalgas ofrece varias ventajas
como la capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales asi como
la secrecion de las proteinas expresadas al medio. Sin embargo, este tipo de
transformacion presenta algunas desventajas respecto a otros métodos, por
ejemplo, la frecuencia de expresion transgénica en el genoma nuclear de la
microalga es extremadamente baja debido a mecanismos de silenciamien-
to génico, el cual se produce a nivel transcripcional o postranscripcional.
Otros mecanismos involucrados en la limitaciéon de la expresion del trans-
gén nuclear para proteinas incluyen la transcripcion ineficiente de promotores
heterélogos, procesamiento inadecuado de ARN, inestabilidad de ARNm, e
inestabilidad de los productos proteicos. Debido a lo anterior se han realizado
mejoras significativas en la expresion mediante el uso de mejoras de promoto-
res de genes de Chlamydomonas, la cual es considerada la microalga modelo
para los procesos de transformacion genética; estas mejoras incluyen también
la optimizacién de codones del gen a insertar y la inclusion de intrones; sin
embargo, la eficiencia de transformacién comparada con otros métodos sigue
siendo baja por lo que se necesita una mayor optimizacion del proceso.

Se han reportado transformaciones nucleares estables en solo tres grupos
de microalgas eucariotas: clorofitas, diatomeas y dinoflagelados. La microalga
modelo es Chlamydomonas reinhardtii, pues su genoma esta completamente
secuenciado y se ha reportado la transformacion genética de su nicleo, mito-
condria y cloroplasto. El genoma nuclear de C. reinhardtii contiene 100 Mb
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distribuidos en 17 cromosomas, es inusualmente rico en el contenido de G+C
(65%), sin embargo, a pesar de que se encuentra secuenciado su genoma, la
funcidén para la gran mayoria de los genes se desconoce.

En la Figura 17.1, se observan cuatro diferentes técnicas que se han utili-
zado para la transformacién nuclear de C. reinhardtii, este apartado se centra
en la transformacion via Agrobacterium tumefaciens, por electroporacién y
por cuentas de vidrio, aunque es posible transformar el nicleo por medio de
biobalistica esta técnica se ha utilizado mayormente para transformar el cloro-
plasto y mitocondrias de microalgas.

(A Cuentas de vidrio \ /B Electroporacion \

N E J o

(C Agrobacterium \ 6 Biobalistica \

E' o=
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Figura 17.1. Técnicas de transformacién nuclear que se han utilizado en la microalga modelo

-
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Chlamydomonas reinhardtii (Modificado de Jinkerson y Jonikas, 2015. a) En este modelo se hace
uso de perlas de vidrio en cepas deficientes de pared celular; b) se emplea un pulso eléctrico en
cepas deficientes de pared celular; c) se utiliza a la bacteria Agrobacterium tumefaciens; d) se usan

nanoparticulas de oro en una cimara de vacio.

Los promotores mas utilizados para llevar a cabo la transformacion nuclear
son los de los genes HSP70A (Proteina de choque térmico 70 A, por sus siglas
en inglés Heat Shock Protein 70 A), psaD (Proteina D del fotosistema I, por sus
siglas en inglés photosystem I protein D) y RSCBS2 (Subunidad pequefia 2 de la
RUBISCO, por sus siglas en inglés Ribulose bisphosphate carboxylase small su-
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bunit 2). Asi mismo también se ha demostrado que los promotores quiméricos
tienen altos niveles de transcripcion y expresion, un ejemplo de este tipo de pro-
motores y uno de los més utilizados en la transformacion nuclear es HSP70A/
RSCB2. Por otra parte, se ha reportado que las secuencias intronicas en los ge-
nes heter6logos mejoran la expresion independientemente de la orientacion o
posicion. En el nicleo, la expresion génica también puede ser inducida por una
serie de factores, incluidos el choque térmico (HSP70A) o por adiciéon de me-
tales utilizando promotores que induzcan la expresion de genes en presencia de
estos, como por ejemplo el promotor inducible CYC6 (por sus siglas en inglés
Cytochrome C6) que se induce en presencia de niquel y cobalto.

En la Tabla 17.1 se presentan algunos ejemplos de genes reporteros y
marcadores que se han expresado en la microalga modelo y que han sido base
para transformar otras microalgas.

Tabla 17.1. Ejemplos de marcadores y genes reporteros utilizados en microalgas
(Modificado de Ledén y Fernandez, 2007).

Gen Descripcion Fuente del gen

aadA Adenil transferasa (resistencia a espectinomicina) Eubacteria

als Acetolactato sintasa (resistencia a herbicidas con Chlamydomonas
sulfonilurea)

aphvill ~ Aminoglucésido 3 “fosfotransferasa (resistencia a Streptomyces rimosus
paramomicina)

ble Proteina de unidn a bleomicina (resistencia a Streptoalloteichus hindustanus
zeocina)

cat Cloranfenicol acetiltransferasa (resistencia a Transposon T9
cloranfenicol)

gfp Proteina verde fluorescente (gen reportero) Aequorea Victoria

gus B-glucoronidasa (gen reportero) Escherichia coli

hpt Higromicina B fosfotransferasa (gen de resistenciaa  Escherichia coli
higromicina)

Tuc Luciferasa (gen reportero) Horatia parvula

nptIl Neomicin fosfotransferasa I (gen de resistencia a Escherichia coli
neomicina)

499



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Las microalgas han llamado la atencién como una plataforma potencial de
bajo costo para la produccién de una amplia gama de productos comerciales.
Productos que incluyen biocombustibles, nutracéuticos, terapéuticos, industria-
les, productos quimicos y alimentos para animales. En la Tabla 17.2, se presentan
algunas proteinas terapéuticas producidas en microalgas a nivel nuclear.

Tabla 17. 2. Proteinas terapéuticas producidas en microalgas
(Modificado de Dehghani et al., 2019).

Proteina terapéutica Hospedero Evaluacion de funcionalidad
Anticuerpo monoclonal contra hepatitis (CL4) con P, tricornutum Prueba realizada in vitro
y sin sefal de retencion al reticulo endoplasmico

Anticuerpo IgA contra el virus de Marburg P, tricornutum Prueba realizada in vitro
Hormona de crecimiento de pescado Chlorella sp. Prueba realizada in vitro
Factor Oostatico Modulador de la Tripsina Chlorella sp. Prueba realizada in vitro
Eritropoyetina humana C. reinhardtii Prueba realizada in vitro
Antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B P, tricornutum Prueba realizada in vitro
Antigeno P24 del HIV-1 Chlamydomonas sp. No reportado

Proteina VP2 del virus causante de la bursitis Chlorella sp. No reportado

infecciosa (IBDV)

Via Agrobacterium tumefaciens

El sistema de transformacion nuclear de plantas utilizando Agrobacterium
tumefaciens (A. tumefaciens) fue adaptado para transformar microalgas uti-
lizando el vector de expresion p-CAMBIA 1301, se ha demostrado que este
tipo de transformacion es uno de los métodos mas eficientes para transformar
genéticamente las microalgas marinas y de agua dulce. Este método ofrece va-
rias ventajas como alta eficiencia, aplicacion simple e integracion preferencial
en regiones transcripcionalmente activas.

Algunas de las microalgas que se han transformado mediante este méto-
do son Chlamydomonas reinhardltii, Scenedesmus acutus TISTR8447, Chlorella
vulgaris, S. acutus y N. oculata. El fundamento de la transformacién de mi-
croalgas por A. tumefaciens es parecido al propuesto al de agro-infeccion
en plantas, en donde la agrobacteria transfiere un segmento de ADN de su
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plasmido Ti (del inglés Tumor Inducing, inductor de tumores) (Fig.17.2) co-
nocido como ADN-T, para que se integre al azar en el ntcleo del organismo
hospedero. El proceso de transformacién comprende seis grandes pasos que
son resumidos en la Figura 17.3.

Region ADN-T

Citoquinina

Auxina

Opina

Borde izquierdo Borde derecho

Catabolismo
de opinas

Genes vir

ori

Figura 17.2. Plasmido Ti. Genes vir: genes de virulencia; ori: origen de replicacion
(Tomado de Herndndez-Esquivel, 2015).
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Figura 17.3. Modelo putativo de transformacion nuclear de Chlorella via Agrobacterium (mo-
dificado de Yang et al., 2016). El proceso de transformacién comprende seis grandes pasos.
(I) El gen de interés se clona entre el borde izquierdo (BI) y el borde derecho (BD) del ADN-
T, este plasmido recombinante se introduce a Agrobacterium. (II) Ocurre el reconocimiento
célula-célula y fijacion de Agrobacterium a las células huésped de Chlorella. (III) Con la
activacion de la region de genes vir, ocasionada productos quimicos de respuesta, tal como la
acetosiringona, el ADN-T es generada por ciertas proteinas Vir. (IV) el ADN-T viaja a través
del citoplasma de células de Chlorella (V) y es directamente importado a su nicleo. (VI) Una
vez en el nicleo, el ADN-T es despojado de las proteinas de acompafiamiento innecesarias e

integrado en el genoma de Chiorella.

Los genes alojados en el ADN-T pueden expresarse en las células hués-
ped de manera transitoria o estable. El pico de expresion que ocurre dentro de
2 a 4 dias después de la infeccion de los tejidos del huésped generalmente se
define como expresion transitoria. La expresion transitoria ocurre antes de la
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integracion del ADN-T en el genoma del huésped vy, por lo tanto, no se puede
transmitir de forma estable a la progenie. La expresion estable requiere mas
tiempo para integrar el ADN-T en el genoma del huésped y por lo tanto ocu-
rre de 10-14 dias después de la transformacion.

Para llevar a cabo este tipo de transformacion no es necesario realizar
una lesion en la célula como suele realizarse en plantas, inicamente se ana-
de un compuesto fenolico que induzca la activacion de las proteinas vir del
plasmido Ti de Agrobacterium. El compuesto mas utilizado es acetosiringo-
na (AS), mas no es el Gnico. Por otra parte, se ha demostrado que algunas
microalgas pueden ser transformadas sin la presencia de AS, como Chlamydo-
monas reinhardtii y Haematococcus pluvialis sin embargo hay microalgas que
solo se transforman en presencia de AS como Chlorella vulgaris que requiere
de 50-300 uM de acetosiringona.

El pH es un factor importante que debe considerarse al momento de
realizar una transformacion via Agrobacterium, un pH acido generalmente se
considera adecuado para la transformacion, ya que un pH acido puede inducir
la virulencia de Agrobacterium. Sin embargo, el pH 6ptimo depende de la mi-
croalga y la cepa de Agrobacterium que se utilice, ya que los requisitos de pH
para la induccion éptima de los genes vir son diferentes para diferentes cepas
de Agrobacterium.

Paralograr una transformacion estable es necesario optimizar los codones
del gen exdgeno ya que esto promueve de manera significativa la expresion de
la proteina deseada, ademas es necesario elegir un adecuado marcador de se-
leccion. Esto incluye genes que confieran resistencia a antibidticos, herbicidas
o varias enzimas metabdlicas que controlen el crecimiento bajo condiciones
especificas. Ademas, la expresion del gen enddgeno podria ser eliminado si las
clonas transgénicas no se mantienen bajo condiciones de seleccion constantes.

Protocolos
Protocolo para la transformacion genética via Agrobacterium
A continuacion, se describe un protocolo para transformar microalgas (parti-

cularmente N. oculata CCAP 849/7, C. vulgaris OW-01y S. acutus UTEX 72)
via Agrobacterium tumefaciens (Figura 17.4).
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504

. Cultivar la bacteria Agrobacterium tumefaciens GV3101 conteniendo la

construccién de interés en medio agar para levaduras y mohos (Yeast
Mold Agar, YM, por sus siglas en inglés) hasta alcanzar una Densidad
Optica (DO) de 0.5 (a 600 nm).

. Cultivar las microalgas hasta que alcancen una DO de 0.2 (a 750 nm),

posteriormente, cosechar la biomasa por centrifugacion y sembrarla en
medio Tris Acetato Fosfato (TAP) sélido.

. En condiciones estériles adicionar 200 puL de la A. tumefaciens y 200 pL

de acetosiringona 100 uM. Con ayuda de un asa de vidrio estéril realizar
un estriado en angulo recto.
Incubar este co-cultivo durante 48 horas en obscuridad a 25 °C.

. Posterior al co-cultivo recuperar las microalgas y resembrarlas en medio

TAP con agente de seleccion (de acuerdo con el vector que se esté utili-
zando) y un bacteriostatico (250 mg/L de cefotaxima) para eliminar la
bacteria.

. Cultivar a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuri-

dad. Las colonias resistentes al agente de seleccién se resembraran cada
dos semanas.

Después de tres resiembras corroborar mediante PCR (reacciéon en
cadena de la polimerasa) la presencia del gen de interés utilizando oligo-
nucleotidos especificos.
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1. Cultivo 2. Co-Cultivo
de acetosiringona 100 uM

Biomasa microalgal + 200
/ ul de bacteria + 200 uL

___\ Agrobacterium
W tumefaciens

48 horas

/ en oscuridad
Microalgas
DO =0.2
3. Seleccion 4. Anaélisis

Medio TAP con 30
mg/L higromicina B Extraccion
y 250 mg/L de ADN PCR
de cefotaxima

Figura 17.4. Protocolo de transformacion de microalgas via Agrobacterium tumefaciens.

La electroporacion es un método fisico que se basa en la electropermeabili-
zacion mediante la aplicacion de un campo eléctrico externo fuerte (medido
como V cm™!) através de un par de electrodos en una cubeta de electroporacion
o celda generando microporos temporales en la membrana celular permitien-
do el paso de moléculas hacia las células. Los parametros de electroporacion,
como el campo fuerza, duracion del pulso y tiempos de pulso; asi como la tem-
peratura, ésmosis y estado celular; y la concentracion de plasmido de ADN, se
han considerado esenciales para la efectividad de la electroporacion.

La transferencia del material genético exdgeno hacia la célula puede ser
obstruido por la pared celular, o la forma y el tamafo de las células, debido
a lo anterior las condiciones de electroporacién deben optimizarse indivi-
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dualmente para cada especie. Al momento de estandarizar la técnica para la
electro-transformacion debe considerarse que la resistencia del buffer de
electroporacién debe superar los 600 €2, ya que la intensidad del voltaje pu-
diera superar la capacitancia del equipo. La concentracién de sales o de buffer
amortiguador incide directamente en la resistencia del mismo, a mayor con-
centracion de éstas, menor es la resistencia y viceversa.

Esta técnica ha sido utilizada para transformar protoplastos de microal-
gas, mutantes deficientes de pared celular y otras células de algas con paredes
delgadas. Sin embargo, se ha reportado la transformacion exitosa de microal-
gas sin usar cepas mutantes de pared celular, como es el caso de Phaeodactylum
tricornutum, ya sea por electroporacién o electroporacion de pulsos multiples.
En este caso, las células se cultivaron sin silice, que probablemente influy6 en
la estructura de la pared celular. En general, reduciendo el grosor de la pared
celular mejora la transformacion de la microalga por electroporacion.

La formacion de poros hidrofilicos estables o inestables depende princi-
palmente de la intensidad del campo eléctrico, el nimero de pulsos, el tiempo
entre los pulsos, etc. Después de la aplicacion del campo eléctrico externo que
rodea el medio celular, los iones pueden moverse y acumularse como cargas
en la superficie de la membrana celular. Esta acumulacién de cargas puede
crear un campo eléctrico dentro de la membrana celular. Como resultado, la
intensidad del campo eléctrico generado dentro de la membrana celular es
completamente diferente del exterior de la membrana celular. Esta diferencia
de potencial se denomina potencial transmembrana (TMP), que es linealmen-
te proporcional al campo eléctrico externo y al didmetro de la celda.

Es importante elegir apropiadamente los promotores, terminado-
res y optimizar los codones, pues esto puede aumentar la eficiencia de la
transformacién. Existen reportes en los que se ha demostrado que las bajas
concentraciones celulares, las bajas intensidades de luz y la transferencia de
pequeios fragmentos de ADN producen mayor eficiencia de transformacion,
lo cual podria deberse a que las altas intensidades de luz reducen la funciona-
lidad del antibiético y a que una alta concentracién celular podria reducir el
contacto de las células con las placas selectivas resultando en falsos positivos.

Usualmente el sistema basico de electroporacion (Fig. 17.5) utiliza una
gran cantidad de células (tipicamente del orden de millones) que se colocan
en una celda entre un par de electrodos (escala de mm a cm) en una cdmara
de aislamiento y se aplica un alto voltaje (de 50 a 1000 V cm™). La desventaja
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de este método es que una gran cantidad de células podrian danarse o lisar-
se gravemente debido al estrés sometido, como calentamiento, generaciéon de
burbujas, cambio de valor de pH causado por un campo eléctrico ultra alto;
todo esto provoca una baja viabilidad celular y baja eficiencia de transfeccion.

Tapa

Células Cubeta
y reactivos

de transfeccion 7%

Electrodo

Camara Fuente
\ de alimentacion

Figura 17.5. Sistema de electroporaciéon (Modificado de Chang, 2018).

Recientemente en una investigacion se transformo el nucleo de Euglena
gracilis mediante electroporacion obteniendo la mayor cantidad de transfor-
mantes usando un voltaje de pulso de 3 kV y 20 ug de ADN plasmidico por
transformacion. Sin embargo, la frecuencia de transformacién fue baja en
comparacién con la electroporacidn realizada con otras algas como Nanno-
chloropsis gaditana y Scenedesmus obliquus, lo cual puede deberse a que en
estas ultimas microalgas se utilizaron enzimas digestivas y proteoliticas para
degradar la pared celular y hacerlas mds permeables.

Lo anterior demuestra que para tener una mayor eficiencia de trans-
formacion es necesario pre-tratar la pared celular de las microalgas antes de
realizar la electro-permeabilizacion; sin embargo, esto puede complicarse pues
no todas las microalgas estan caracterizadas y por lo tanto no se tiene la infor-
macion completa de la composicion de la pared celular por lo que las enzimas
a utilizar para degradar esta serian diferentes segun la especie. Por ejemplo,
para C. reinhardtii se ha reportado el uso de lisina y para Chlorella vulgaris se
ha utilizado lizosima. A pesar de las desventajas anteriormente mencionadas,
la electroporacion es uno de los métodos mas eficientes, produciendo hasta
100 veces mas transformantes comparado con el método de transformacion
por cuentas de vidrio.
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Protocolo para la transformacion genética por electroporacion

A continuacion, se presenta un protocolo para la electroporacion de
la microalga Neochloris oleoabundans.

11.

508

Crecer un cultivo de N. oleobundans hasta una DO de 0.4-0.5 (a 750 nm).
Centrifugar las células a 1,000 g por 10 min, retirar el medio de cultivo
hasta dejar un volumen maximo de 5 mL. Transferir 500 pL del cultivo
concentrado a un tubo de 1.5 mL.

Centrifugar a 14,000xg por 10 min. Decantar el exceso de medio de culti-
vo y lavar la pastilla celular con 500 puL de buffer de electroporacién (500
mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM CaCl,, 20 mM HEPES, 200 mM Manitol,
200 mM Sorbitol, pH 7.6).

Resuspender las células con vortex. Centrifugar nuevamente el cultivo y
decantar el exceso de buffer. Resuspender la pastilla celular en 60 puL de
bufter de electroporacion.

Agregar de 5 a 20 ug de ADN plasmidico a la pastilla celular del paso
anterior.

Transferir el volumen total de las células junto con el ADN plasmidico a
las celdas de electroporacién y dejar incubar en hielo por 5 min.
Configurar el electroporador a 0.7 kV cm™ y 2 ms de duracion, colocar la
celda en el electroporador y dar el pulso eléctrico.

Incubar la celda en hielo durante 5 min, posteriormente agregar 350 uL
de caldo nutritivo (Nutrient Broth, NB, por sus siglas en inglés) y mez-
clar.

Transferir el cultivo a un tubo de 1.5 mL y dejar incubando al menos 30
min en agitacion constante a 27°C.

Tomar 25 pL del cultivo y sembrar en medio NB con antibiético.

Dejar incubando a 27°C con fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad hasta el
desarrollo de colonias.

Después de varias resiembras corroborar mediante PCR la presencia del
gen de interés.
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Otro de los métodos para transferir material genético a una microalga es me-
diante la agitacién por perlas o cuentas de vidrio. Se considera un proceso
simple, de bajo costo y no es necesario el uso de equipos especializados. La
permeabilizacion de las células es obtenida mediante la agitacion en presencia
de ADN, perlas de vidrio y Polietilenglicol (PEG) pues se ha demostrado que
el PEG mejora la eficiencia de transformacion de 5 a 12 veces mads en células
de Chlamydomonas deficientes de pared celular. Esta técnica fue desarrollada
originalmente para levaduras, sin embargo, ha sido utilizada para la transfor-
macion de mutantes deficientes en la pared celular o células de tipo silvestre de
Chlamydomonas después de la degradacion enzimatica de la pared celular. Los
métodos de agitacion generalmente emplean de 30-100 millones de células
microalgales en un volumen de 0.4 mL, 300 mg de perlas de vidrio (500 um de
didmetro), un 5-13% de solucién de PEG (peso molecular 4,000-8,000 kDa)
y ADN del plasmido de interés (25-50 pg). Se ha demostrado que el método
de perlas de vidrio es mas eficiente para transformar el nucleo de Dunaliella
salina obteniendo un 5.9% de eficiencia de transformacién comparado con
el método de electroporacion (cerca del 2%) y por balistica (menos del 1%).
Ademas, se ha observado que el numero de transformantes depende de las
concentraciones de PEG variando entre 3.5y 5%.

El método de perlas de vidrio también puede combinarse con el de
electroporacidn, en la figura 17.6 se muestra el uso de perlas de vidrio como
pre-tratamiento de la pared celular y posteriormente electroporacién de las
células de Thraustochytrid.
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Células de Trhaustochytrid
o
o
o

Tratamiento suave de cuentas
‘ mediante vortice

-
o
_ O Disrupcion parcial
@) de la pared celular

/i;) -
~ ) Introduccion de ADN

~ -
f—,_: ) por electroporacion

‘ Transformacion
O e
O

Figura 17.6. Método de transformacion con cuentas de vidrio y electroporacion.

Transformantes

Un protocolo similar, utilizando carburo de silicio (SiC) en lugar de
cuentas de vidrio para perforar células ha tenido éxito en microalgas con pa-
red celular en cepas de C. reinhardtii, produciendo una eficiencia de hasta 10~
microalgas transformantes con pared celular y hasta 10* transformantes en
cepas sin pared celular. A diferencia de la agitacion de las células con perlas
de vidrio, agitando con SiC durante 10 minutos dan como resultado poca pér-
dida en la viabilidad celular. Sin embargo, a pesar de que la viabilidad celular
después de la agitacion es mejor, debido a la baja eficiencia de transformacién,
alto costo de materiales y problemas de salud asociados con el manejo del SiC
generalmente se prefiere el uso de las cuentas de vidrio.

Protocolo para la transformacidn genética
utilizando cuentas de vidrio

Se presenta un protocolo para transformar el nicleo de C. reinhardtii
mediante cuentas de vidrio.
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1. Crecer las células de Chlamydomonas en medio minimo (HS) hasta una
densidad de 1-2 x 10° células/mL.

2. Recolectar las células por centrifugacién a 5000 rpm por 5 min.

3. Resuspender las células en medio sin nitrégeno a una relacién v/v 1/100.

4. Afadir en un tubo 300 pL de células, 100 pL de polietilenglicol al 20%,
1-2 ug ADN linealizado y 300 mg de perlas de vidrio estériles.

5. Agitar vigorosamente en vértex 15-30 segundos.

6. Plaquear en medio selectivo e incubar a 25 °C, con un fotoperiodo de 16h
luz/ 8h oscuridad.

7. Las colonias transformantes apareceran a los 6 dias de su cultivo.

8. Corroborar mediante PCR la presencia del gen de interés.

Es generalmente aceptado que el cloroplasto de las células vegetales y de algas,
evoluciond de una bacteria fotosintética que se establecié por endosimbiosis
dentro de una célula huésped eucariota no fotosintética hace mas de mil millo-
nes de afios. Desde entonces, el genoma de esta bacteria ha experimentado una
reduccién en la complejidad, ya sea por la pérdida de genes o la transferencia
de genes al nicleo del huésped, de modo que los cloroplastos modernos poseen
multiples copias de un genoma circular pequefo (120-200 kb) que comprende
unos 100-250 genes. La mayoria de estos genes codifican componentes del apa-
rato de transcripcion-traduccion del cloroplasto o componentes centrales del
aparato fotosintético. Estos productos genéticos son homologos a los que se en-
cuentran en las cianobacterias actuales, también asi la disposicion y la expresion
de los genes también reflejan la ascendencia procariota del cloroplasto.

Estas caracteristicas convierten al cloroplasto en un objetivo atractivo
para la ingenieria genética ya que el nivel de ploidia es extremadamente alto.
La insercion de genes en el cloroplasto posibilita la expresion de estos a niveles
elevados, dando como resultado la obtencion de proteina recombinante en
mayor cantidad. Un dato importante de esta transformacién es que los trasn-
génes se integran en los genomas del cloroplasto por recombinacién homologa
y no se ven afectados por el silenciamiento génico, también es importante
mencionar que no existe “efecto de posiciéon” un fenémeno muy comun en
la transformacion nuclear. El cloroplasto tiene la capacidad de expresar mul-
tiples trangénes a partir de un solo operén como resultado de la traduccion
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eficiente de ARN mensajero policistronico (ARNm) en el plastido. A la fecha,
la balistica y la captacion de ADN inducida por polietilenglicol (PEG) produ-
cen una transformacion estable de plastidios.

La primera transformacion exitosa de cloroplasto se reporté en Chla-
mydomonas reinhardtii; su cloroplasto abarca el 40% del volumen de toda la
célula. La transformacion de cloroplasto tiene numerosas aplicaciones como
la produccién de proteinas terapéuticas, vacunas y sobreexpresion de enzimas.

Para la transformacién del cloroplasto es de gran ayuda la eleccién de un
gen reportero o un agente selectivo pues indica probables transformantes, lo
cual reduce la busqueda de clonas transplastomicas. Los genes de resistencia
mayormente utilizados son el gen aadA (aminoglucédsido adeniltransferasa)
que confiere resistencia a la espectinomicina y la estreptomicina, los genes
nptll y aphA-6 (aminoglucésidos- fosfotransferasa) resistencia a kanamicina
y el gen badh (betaina aldheido deshidrogenasa) en combinacién con betaina
aldehido también es utilizada como agente de seleccion.

Los vectores de transformacién de cloroplasto se desarrollan de manera
que se logre la expresion del gen de interés mediante recombinaciéon homoéloga,
en una ubicacion determinada y precisa en el plastoma o ADN de cloroplasto.
Cuando el ADN que contiene la secuencia de interés se inserta a los plasmidos,
solo se transforman unas pocas copias del plastoma, lo que resulta en una trans-
formacion heteroplasmatica; sin embargo, mediante el subcultivo de las células
bombardeadas in vitro bajo seleccion, todas las copias del plastoma contendran
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el transgén que conduce al estado de homoplastia, donde todos los plastomas
del cloroplasto presentes en la célula estaran transformados (Figura 17.7).

Vector para

\ / transformacion
de cloroplasto

Region
en WT

Célula vegetal Citoplasma Célula vegetal Citoplasma

Cloroplasto /‘ Cloroplasto 4/0

no transformado transformado -

Cl last
Cloroplasto ‘/o oroplasto 4—/0

transformado
transformado

| Célula homoplasmica |

| Célula heteroplasmica |

Figura 17.7. Diagrama representativo de la transformacion de cloroplasto. Disefio simple de
un vector de transformacion para cloroplasto, donde el casete de seleccion y de expresion se
coloca entre dos regiones especificas del plastido. Estas regiones se toman de plastidos WT
(no transformados) cuyo plastoma sera manipulado, esto permitira un evento cruzado que

integrara las secuencias de ADN entre ellas. Las flechas moradas en el vector de expresion de

cloroplasto representan promotores (P) y la direccién de la transcripcién; los recuadros rojos

corresponden a los terminadores (T). Las regiones no traducidas (UTRs) estan representadas

por circulos blancos y las lineas delgadas entrecruzadas simbolizan la recombinacion ho-
mologa. Al final se observan dos células vegetales, una heteroplasmica y otra homoplasmica
(Adaptado de Adem et al., 2017).

Como se menciond anteriormente el organismo pionero para la clona-
cion exitosa en el cloroplasto fue la microalga Chlamydomonas reinhardtii

dando lugar a una gran cantidad de publicaciones reportando la producciéon de
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diferentes proteinas recombinantes (Tabla 17.3). Debido a los resultados satis-
factorios se ha observado un creciente interés en otras especies de microalgas
como potenciales productores de proteinas recombinantes, un ejemplo de ello
es la microalga Chlorella vulgaris utilizado como alimento en la acuacultura
debido a su alto contenido proteico y de acidos grasos. Debido a su rapido
crecimiento y bajo costo es un candidato prometedor para su uso como bio-
rreactor para la produccién a gran escala de proteinas de alto valor agregado.

Otra microalga de interés biotecnolégico es Scenedesmus ya que se ha re-
portado que la trasformacion del cloroplasto de S. obliquus y S. acutus es un
blanco potencial para la modificacion genética. Nannochloropsis oculata es
una microalga unicelular utilizada como alimento para peces, la cual pre-
senta un solo cloroplasto; en esta microalga se han realizado modificaciones
genéticas para producir bactericidas para que los peces se protejan de patogenos
sin necesidad de utilizar antibioticos.

Tabla 17.3. Proteinas recombinantes expresadas en microalgas
(Tomado y modificado de Barrera y Mayfield, 2013).

Proteina Fuente original del gen  Plataforma de expresion

Dominio C-terminal del antigeno
principal apical AMA1 fusionado a Plasmodium berghei Chlamydomonas reinhardtii
una almidon sintasa (GBSS)

Dominio C-terminal de la proteina
principal de superficie (MSP1)

. S Plasmodium falcipirum  Chlamydomonas reinhardtii
fusionada con una almidon sintasa

(GBSS)

Dominio de unién D2 de fibronectina

de Staphylococcus aureus fusionado Staphylococcus aureus, ; .
con la subunidad B de la toxina del Vibrio cholerae Chlamydomonas reinhardtii

cblera (CTB-D2)

Proteina 1 del grupo de alta movilidad

(HMGB1) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Factor de crecimiento endotelial . . .
vascular (VEGF) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Anticuerpo IgGl1 (83K7C) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Acido glutdmico descarboxilasa 65 Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii

(hGAD65)

514



Capitulo 17. Transformacion genética de microalgas

Proteina Fuente original del gen  Plataforma de expresion

Proteina amiloide A sérica bovina . g
(M-SAA) Bos taurus Chlamydomonas reinhardtii
Proteina E2 del virus de la peste Virus de la peste porcina . iy
porcina (CSVE-E2) dlésica Chlamydomonas reinhardtii
Metalotioneina-2 (hMT-2) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Anticuerpo monoclonal HSV8-Isc Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii

Subunidad B de la toxina del cdlera
fusionada con la proteina VP1 del
virus de la fiebre aftosa (CTBVP1)

Vibrio cholerae, virus de

la fiebre aftosa Chlamydomonas reinhardtii

Protocolo para la transformacién de cloroplastos
de microalgas por el método de biobalistica.

La transformacion por balistica se realiza mediante el uso de una pistola de
particulas (genes) en una camara de vacio, utilizando procesos fisicos para
transferir el ADN a las células vivas. Debido a la ausencia de restricciones
biologicas, la transformacion por balistica no se limita a tipos celulares, es-
pecies o genotipos especificos, tampoco existen limitaciones en los vectores
o en el tamafno de ADN a insertar, secuencia o conformacion. El principio
fisico en el que se basa este tipo de transformacion representa una tecnologia
de transformacion genética universal y se ha utilizado con éxito en casi todos
los grupos de organismos. La balistica (también llamada biobalistica) brinda
la oportunidad de transformar de manera estable los genomas pequenos de los
dos organulos celulares que contienen ADN, mitocondrias y plastidos.

El método de biobalistica se basa en la utilizacién de microproyecti-
les de oro o tungsteno recubiertos con el ADN que se desea transferir y que
son disparados sobre los cultivos a altas velocidades, atraviesan la pared y la
membrana celular y llevan al interior de la célula los genes de interés para su
posterior integracion en el genoma. En esta seccion se describen los diferentes
pasos de un protocolo de biobalistica para la transformacién de microalgas .

Preparacion de cultivos para la balistica

La cepa que se desea transformar debera ser cultivada en medio liquido de
acuerdo con las necesidades nutrimentales de la microalga seleccionada. El
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cultivo debe encontrarse en fase exponencial el dia que se llevard a cabo el
disparo con el equipo de balistica.

Las particulas de oro que se utilizan para el bombardeo deben ser preparadas
por lo menos con un dia de anticipacion.

1.

Pesar 50 mg de particulas de oro 0.6pum (Bio-Rad) en un tubo de 1.5 mL.

2. Agregar 1 mL de etanol grado reactivo al 100% y mezclar en vortex du-

10.
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rante 3 minutos, centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min.

. Descartar el sobrenadante y afladir 1 mL de etanol grado reactivo al 70%,

mezclar con vortex durante 2 min.
Incubar a temperatura ambiente por 15 min, agitando cada 5 min.
Centrifugar por 3 minutos a 13,000 rpm y descartar el sobrenadante.

. Agregar 1 mL de agua estéril, y mezclar con vortex durante 1 min, hasta

que las particulas queden suspendidas completamente.

Dejar a temperatura ambiente durante 1 min para permitir que las parti-
culas sedimenten en el fondo.

Centrifugar durante 2 min a 13,000 rpm y descartar el sobrenadante.

. Repetir el lavado cinco veces, o hasta que la pastilla se suspenda con

facilidad.
Finalmente agregar 850 uL de glicerol al 50%. La suspension de particu-
las de oro preparadas se almacena a -20°C hasta el momento de usarlas.

. Mezclar en vortex la suspension de particulas de oro previamente pre-

paradas

. Tomar 50puL de estas particulas y en estricto orden agregar: 10 uL de ADN

plasmidico (a una concentracién 1 ug/uL), 50 puL de CaCl, 2.5M recién
preparado y 20pL de espermidina 0.1M; después de anadir cada solucion
agitar con vortex durante 5 segundos, posteriormente mezclar con vortex
durante 20 min a 4°C.

. Agregar 200 pL de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclar en

vOrtex durante 5 s.
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4. Centrifugar durante 30 s a 13,000 rpm.

Desechar el sobrenadante y repetir los lavados con etanol 5 veces.

6. Suspender las particulas en 35uL de etanol al 100% y dejar en hielo hasta
su uso.

N

NOTA: Este material es suficiente para 6 bombardeos y debe ser preparado el mismo dia que se
realizard el experimento. Macro y micro acarreadores, asi como los discos de ruptura se esteri-
lizan con etanol absoluto por 10 minutos. Dejar secar antes de usar (Figura 17.8).

* Discos de ruptura: 1100 psi

e Distancia: 9 cm

* Vacio: 15 pulgadas Hg

* Particulas de oro: 1 pum de didmetro

- Disco de ruptura
Membrana acarreadora
I @rTela de retencion
—— Microparticulas

15 pulgadas Hg ] recubiertas con ADN
Distancia 9 cm

=

1100 psi

Figura 17.8. Esquema del equipo de biobalistica, el disefio permite modificar

las condiciones de disparo.
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Resultados esperados de la técnica de balistica.

Posterior al bombardeo es necesario esperar 3 dias para resembrar las microal-
gas en medio selectivo, después de la segunda resiembra se podrd empezar a
descartar las clonas no resistentes, pues estas no sobreviviran a la exposicién
del agente de seleccion. Las resiembras deben llevarse cada 15 dias, después de
la resiembra niimero 5 las cepas resistentes se crecen en medio liquido para
comenzar con la caracterizacion molecular de las transformantes. Un primer
analisis consiste en una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

Debido a qué se conoce la longitud y la secuencia de nucledtidos que se
inserto en el genoma del cloroplasto, es posible disefiar oligonucleétidos espe-
cificos que ayudaran a amplificar el transgén, comprobando de esta manera la
presencia del gen de interés (Fig. 17.9).

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 17.9. Esquema del andlisis de un gel por electroforesis para la identificacién de un
fragmento de 230 pb donde MPM: marcador de peso molecular; B: blanco de reaccion; WT:
cepas no transformadas de la microalga de eleccion; +: Plasmido utilizado para la transfor-
macion; P: Muestra problema.
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Obtencion de clonas homopldsticas

Cuando ocurre la transformacion en los plastidos, solo algunas copias en el
ADN del cloroplasto contienen la secuencia objetivo, a lo que se le conoce
como transformacion heteroplasmica. Eventualmente todas las copias de
ADN del plastéma con las resiembras consecutivas en medio selectivo adqui-
riran el transgén en todas las copias del plastoma, esto permitira la obtencion
de clonas homoplasticas.

Esta identificacion puede llevarse a cabo también mediante PCR, utili-
zando oligonucledtidos que hibriden en genes constitutivos localizados rio
arriba y rio abajo del sitio de insercion esperado (Fig. 17.10).

10000 pb

4000 pb
2500 pb

2000 pb

1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 17.10. Esquema del analisis de homoplastia de la microalga de eleccion, se muestra en
la imagen MPM: marcador de peso molecular; B: blanco de reaccion; WT (cepa no transfor-
mada de la microalga de eleccion); P: cepa transformada y homoplastica.
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Proteinas recombinantes producidas en microalgas

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un problema de salud publi-
ca por su alta prevalencia y constituyen la principal causa de muerte de la
poblacién adulta en la mayoria de los paises. Aunque las tasas de mortali-
dad cardiovasculares han disminuido en paises altamente desarrollados en las
ultimas décadas, las muertes y las enfermedades cardiovasculares han aumen-
tado a un ritmo acelerado en los paises subdesarrollados y en desarrollo. Entre
otros factores, las enfermedades cardiovasculares se correlacionan principal-
mente con hipercolesterolemia.

Las hipercolesterolemias o también llamadas “dislipidemias” son una
serie de enfermedades que se caracterizan por una alteracion en los niveles
sanguineos del colesterol total, y/o del colesterol HDL (High Density Lipopro-
tein) y/o del colesterol LDL (Low Density Lipoprotein), y que algunas veces se
acompaia, ademas, de niveles altos de triglicéridos. Las hipercolesterolemias
pueden ser genéticas y se caracterizan por niveles especialmente elevados de
colesterol y/o triglicéridos. También pueden ser secundarias a dietas inade-
cuadas, altas en grasas, especialmente saturadas y dcidos grasos trans; estos
ultimos estan presentes en los denominados aceites animales o hidrogenados.
Ademas, las personas con hipotiroidismo no tratado, enfermedades renales
y diabetes mellitus pueden presentar dislipidemias. El tratamiento contra la
hipercolesterolemia generalmente implica costos debido a la medicaciéon con-
tinua y a las restricciones dietéticas a largo plazo. Durante mucho tiempo se
ha trabajado en el desarrollo de nuevos medicamentos o en la explotacion de
los péptidos bioactivos presentes en los alimentos, que puedan ayudar en la
prevencion de las enfermedades.

Las proteinas presentes en la dieta son tradicionalmente conocidas como
fuentes de energia y aminoacidos esenciales para el crecimiento y manteni-
miento de diversas funciones corporales. En los dltimos anos, las proteinas de
los alimentos han adquirido un valor agregado debido al conocimiento de la
actividad de los péptidos fisiolégicamente activos. La actividad de dichos pép-
tidos esta basada en la composicion de sus aminoacidos y su secuencia. De
manera particular, las proteinas que se encuentran en la leche son consideradas
la mayor fuente de péptidos bioactivos y son los mas estudiados, dentro de los
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péptidos derivados de la leche se encuentran los péptidos identificados como
hipercolesterolémicos tales como lactostatina (IIAEK), enterostatina (VPD-
PR), DPR y LPYP; cada uno con mecanismos de accion diferente (Tabla 17.4).

Tabla 17.4: Secuencias de aminoacidos de péptidos reportados con actividad hipocolesterolé-
mica (Modificado de Gonzalez-Ortega et al., 2014).

VPDPR Takenaka et al., 2000
GLDIQK Nagaoka et al., 2001
VYVEEKPTPEGDLEILLQK  Nagaoka et al., 2001
ALPMH Nagaoka et al., 2001
ITAEK Nagaoka et al., 2001
LPLPR Takenaka et al., 2001
LPYP Takenaka et al., 2000
WGAPSL Zhong et al., 2007

La lactostatina (Ile-Ile-Ala-Glu-Lys: IIAEK) fue el primer pentapéptido
identificado como hipocolesterolémico y es derivado de la beta-lactoglobu-
lina de la leche bovina. Actua disminuyendo en suero lipoproteinas de baja
densidad y tiene una mayor actividad hipocolesterolémica que el B-sitosterol,
un farmaco conocido para el tratamiento de la hipocolesterolemia. Se ha
propuesto que el mecanismo de accidn es el siguiente: cuando el péptido lac-
tostatina llega al higado, regula la concentraciéon de calcio intracelular, esta
concentracion esta relacionada con la sefalizacion de las MAPK; un grupo
de ubiquitinas quinasas que al ser fosforiladas activan la enzima colesterol-
7-hidroxilasa, involucrada en la ruta de sintesis del colesterol, dando como
resultado el aumento de su actividad, oxidandose para formar sales biliares.
Las sales biliares se secretan al intestino y se conjugan con los lipidos que se
encuentran en él para formar micelas, éstas se absorben a través de las células
de las mucosas intestinales por difusiéon pasiva para formar quilomicrones,
en el sistema linfatico estos quilomicrones permiten la captura del colesterol,
principalmente el colesterol LDL.

Debido a que la sintesis quimica de péptidos es muy cara y dificil de esca-
lar y a que se ha demostrado que la lactostatina es una molécula prometedora
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para la prevencion de la hipercolesterolemia, se ha planteado que las microal-
gas son un enfoque prometedor alterno para ser utilizadas como fébricas de
péptidos mediante el uso de técnicas de ingenieria genética. Ademas de la lac-
tostatina, otros péptidos hipocolesterolémicos se han expresado en diversas
plataformas (Tabla 17.5).

Tabla 17.5: Péptidos hipocolesterolémicos producidos en diferentes sistemas de expresion
(Modificado de Gonzalez-Ortega et al., 2015).

Sistema

Péptido

Produccion

Prueba de funcionalidad

Referencia

de expresion

Efecto hipocolesterolémicos
después de la administracion oral

Cabanos et al., 2013

ITAEK A 2 ill
rroz mg/g de semilla seca en ratas a una dosis de 300 mg
kg™ de peso corporal / dia
Efecto hipocolesterolémicos
HAEK  Arroz 1.6 mg/g de semilla después de la adm.mlstracwn oral Wakasa ef al., 2011
seca en ratas a una dosis de 300 mg
kg de peso corporal / dia
. 29.9% de Proteina .
ITAEK  E. coli Total Celular No reportado Prak y Utsumi, 2009
Efecto hipocolesterolémicos
. 20% Proteina Total después de la administracion oral ~Takenaka et al., 2000,
VPDPR  E. coli Celular en ratones a una dosis de 100 mg 2003
kg de peso corporal / dia
.2 % Proteina Total
LPYPR  Soya 0-2 % Proteina Tota No reportado Nishizawa et al., 2008
Soluble
N p
LPLPR  E. coli 20% Protefna Total Contracciodn del ileo en cerdos Takenaka et al., 2001
Celular
N .
LPYPR  E. coli 15% Protefna Total No reportado Takenaka et al., 2000
Celular
Efecto hipocolesterolémicos
. 15% Proteina Total después de la administracion oral Takenaka et al., 2004,
DPR E. coli .
Celular en ratones a una dosis de 50 mg 2003
kg* de peso corporal / dia
C. 2.2 a5.5% Proteina Lépez-Limon et al.,
HAEK reinhardtii Total Soluble No reportado 2014
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Se ha publicado el disefio de un gen sintético optimizado para la trans-
formacion del cloroplasto de C. reinhardtii, el cual contiene nueve repeticiones
en tandem del péptido lactostatina y una etiqueta de histidina para facilitar su
caracterizacion. Dicho gen fue clonado en los vectores p463 y p464, los cuales
son especificos para el cloroplasto de C. reinhardtii. El vector p463 contiene
el promotor rbcL mientras que el vector p464 contiene el promotor atpA. Las
construcciones obtenidas fueron confirmadas por PCR, perfil de restriccién
y secuenciacién. Estas construcciones fueron utilizadas para transformar el
cloroplasto de la microalga mediante biobalistica. Las posibles transformantes
fueron seleccionadas después de 5 rondas de seleccion en medio con espec-
tinomicina (100 mg/L). Después de la extraccion de ADN genoémico, las
transformantes se identificaron por PCR y se cuantificé la proteina recombi-
nante por ensayo de ELISA obteniendo una produccién de entre 2.2 a 5.5%
de proteina total soluble recombinante utilizando el vector p463 y p464, res-
pectivamente. También fue posible identificar a la proteina por ensayos de
Western blot. Para aumentar la presion de seleccidn, en cada resiembra de las
microalgas transformadas se fue incrementando la concentracion de espec-
tinomicina, siendo capaces de crecer hasta en 1500 mg/L de este antibiotico.
Estos resultados demuestran que el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardltii
puede servir como una plataforma de expresion para la produccion de pép-
tidos con actividad hipocolesterolémica. Sin embargo, atin no se reporta la
funcionalidad de dicho péptido.

La hipertension arterial (HTA) es un factor de riesgo de alta prevalencia de las
enfermedades cardiovasculares (ECV). Se estima que cerca de 1.13 billones de
personas padecen hipertension. El término “hipertension arterial” se refiere a
la elevacién crénica de la presion sanguinea sistdlica, se produce cuando el co-
razon se contrae; la presion diastolica, se produce cuando el musculo cardiaco
se relaja entre un latido y otro; cuanto mas alta se mantiene la presion (sistélica
o diastélica) mayores son la morbilidad y la mortalidad de las enfermedades
cardiovasculares.

Los valores normales de ambas presiones, sistdlica y diastdlica, son par-
ticularmente importantes para el funcionamiento eficiente de érganos vitales
como el corazon, el cerebro o los riflones y para la salud, y el bienestar en

523



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

general. La HTA se esta convirtiendo en un problema de salud cada vez mas
comun debido al aumento de la longevidad y la prevalencia de los factores que
contribuyen a su desarrollo como la obesidad, la inactividad fisica y la dieta
poco saludable. Dentro de las estrategias que se siguen para el tratamiento de
la HTA se encuentran una variedad de modificaciones en el estilo de vida del
paciente que incluyen la pérdida de peso en personas con sobrepeso, la acti-
vidad fisica, la moderacion de la ingesta de alcohol, en el consumo de frutas
y hortalizas frescas y la reduccidon de la ingesta de grasa saturada y sodio en
la dieta. La decision de iniciar un tratamiento farmacolégico depende de los
niveles de la presion arterial y del riesgo cardiovascular global del paciente.

Los principales medicamentos utilizados para el tratamiento de reduc-
cién de la presidon arterial son los siguientes: diuréticos, betabloqueantes,
antagonistas del calcio, inhibidores de la ECA (Enzima Convertidora de
Angiotensina), antagonistas de la angiotensina II y bloqueadores alfa adrenér-
gicos. Algunos de estos medicamentos poseen ciertas contraindicaciones o se
deben utilizar con precaucion en ciertas condiciones (Tabla 17.6).

Tabla 17.6.- Contraindicaciones y precauciones de firmacos antihipertensivos (Modificado
de WHO, Hypertension guidelines; 2019)

Farmaco Contraindicaciones Farmaco Precauciones

Embarazo N . .

. . a- bloqueadores  Insuficiencia cardiaca congestiva
IECA Hiperpotasemia 1 , . .
e . Clonidina Sindrome de abstinencia

Estenosis bilateral de arteria renal

Bloqueo auriculoventricular de Metildopa

alto grado Hepatotoxicidad

Bradicardia severa Reserpina Depresion
B bloqueadores i L.

Enfermedad pulmonar Ulcera péptica

obstructiva crénica. Bloqueadores de  Insuficiencia cardiaca congestiva

El fenémeno de Raynaud canales de calcio

Ademas de los fairmacos, en varios estudios se ha reportado que cier-
tos péptidos bioactivos presentan actividad antihipertensiva, los cuales se han
obtenido a partir de las proteinas de distintos alimentos, tanto de origen ani-
mal como vegetal. Los principales péptidos antihipertensivos son aquellos que
provienen de las proteinas derivadas de la leche y del huevo.
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El primer péptido antihipertensivos reportado en el huevo fue un
octapéptido con la secuencia de aminodacidos Phe-Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-
Leu (FRADHPFL). Esta secuencia estd presente en la ovoalbumina, que es
la proteina mayoritaria de la clara de huevo. El péptido en cuestion mostrd
actividad vasodilatadora parcialmente dependiente de endotelio en arterias
mesentéricas caninas y se denominé ovokinina. La ovokinina mostré efectos
antihipertensivos cuando se administro6 en ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) en dosis altas. El efecto antihipertensivo de este péptido se potenciaba
cuando el péptido se administraba oralmente a las ratas emulsionado en yema
de huevo. Se postulé que los fosfolipidos de la yema de huevo aumentaban la
disponibilidad oral de la ovokinina porque mejoraban su absorcién intestinal
y porque protegian al péptido de la digestion por las peptidasas intestinales.

El segundo péptido aislado de las proteinas del huevo fue un hexapépti-
do con actividad relajante vascular que se caracterizé como el fragmento 2-7
de la ovokinina; su secuencia es: Arg-Ala-Asp-His-Phe-Leu (RADHPEF). Esta
secuencia se purificé a partir de un hidrolizado de ovoalbiimina con quimio-
tripsina. Este péptido causa relajacion del endotelio de las arterias mesentéricas
de las ratas espontaneamente hipertensas. Esta relajacion esta principalmente
mediada por éxido nitrico. Se demostr6 que la presion arterial de las ratas SHR
disminuia cuando se administraba por via oral dosis de ovokinina (2-7) diez
veces inferiores a las dosis eficaces de ovokinina. Se comprobé que la adminis-
tracion intravenosa de ovokinina (2-7) no causaba cambios significativos en
la presién arterial de las ratas SHR. La administracion a concentraciones muy
elevadas del péptido por esta via sélo ocasionaba, paradéjicamente, una leve
disminucién de esta variable.

Se ha intentado mejorar la actividad de los péptidos antihipertensivos
administrados por via oral mediante modificaciones estructurales. Se han sin-
tetizado, por ejemplo, algunos derivados de la ovokinina (2-7), entre ellos,
podemos destacar el péptido Arg-Pro-Leu-Lys-Pro-Trp (RPLKPW) de-
nominado novokinina. Esta secuencia ha mostrado mayor actividad que la
ovokinina (2-7) tras su administracion oral a las ratas SHR. Las sustituciones
de aminodacidos realizadas a este péptido le confieren, probablemente, mayor
resistencia a las proteasas del tracto digestivo.

También se han reportado péptidos antihipertensivos en bacterias aci-
do-lacticas tales como Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus o Lactococcus lactis subs. cremoris) en los que la
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accién antihipertensiva se debe a la presencia de los péptidos formados por
Val-Pro-Pro (VPP) e Ile-Pro-Pro (IPP) los cuales han demostrado su efecti-
vidad para disminuir la presion arterial en ratas hipertensas alimentadas con
estos péptidos por 5 dias.

A pesar de las ventajas que representan los péptidos antihipertensivos, la
principal limitante que muestran es la baja concentracion a la que se encuen-
tran en los alimentos y dificultades en los procesos de purificacion debido a su
bajo peso molecular. Estas limitantes han planteado la necesidad de desarro-
llar nuevos enfoques haciendo uso de la tecnologia del ADN recombinante.

Se han producido en Chlamydomonas reinhardtii péptidos antihiperten-
sivos mediante el disefio de un gen sintético con repeticiones en tdndem del
péptido VLPVP. Se confirmé por PCR la presencia del transgén en las cepas de
C. reinhardtii modificadas genéticamente. Mediante analisis por ELISA, usando
un anticuerpo anti-VLPVP, se determind que la cantidad de péptido recombi-
nante en las microalgas fue entre 0.87 a 1.58 mg/ mL de proteina total soluble.
Después de liofilizar la biomasa resultante se encontré que la produccién mas
alta fue de 0.292 mg de proteina recombinante por mg de biomasa. Con dicha
biomasa se simuld una digestion intestinal utilizando tres proteasas (pepsina,
tripsina y quimiotripsina); el hidrolizado resultante se analizé por HPLC y se
logré identificar al péptido VLVPV por comparacion de los tiempos de reten-
cién con un estandar obtenido por sintesis quimica. Ademads, se demostrd que
la administracion intragastrica de la biomasa de la cepa modificada genética-
mente a ratas espontdneas hipertensas a una dosis de 30 mg/Kg de peso de
proteina recombinante redujo significativamente la presion arterial sistdlica en
6h. De igual manera, a la misma dosis, la proteina recombinante mostré un
efecto inhibidor de la ECA en ensayos in vitro en plasma y pulmén macerado,
lo que explicaria el mecanismo de accidn de este péptido antihipertensivo. Este
fue el primer estudio que mostr6 el potencial de C. reinhardtii para producir
un péptido antihipertensivo como suplemento alimenticio para pacientes con
hipertension. Cabe sefialar, ademas, que no se requiri6 un proceso de purifica-
cién del péptido para obtener una disminucion en la presion arterial.

En C. reinhardtii se han expresado los péptidos RPLKPW, LKPNM,
y AINPSK, los cuales han demostrado actividad antihipertensiva. En este
trabajo se diseii6 una proteina de fusion conteniendo los tres péptidos men-
cionados, unidos por varios aminoacidos correspondientes a los sitios de corte
de las proteasas gastrointestinales mas comunes. El gen que codifica para di-
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cha proteina de fusion se optimiz6 para su expresion en el cloroplasto de C.
reinhardtii. Los analisis moleculares confirmaron la presencia del transgén
insertado en el genoma del cloroplasto de la microalga. De los 3 péptidos in-
cluidos en la proteina de fusidn, solo los péptidos RPLKPW y AINPSK fueron
identificados por HPLC después de una digestion gastrointestinal in vitro
usando la biomasa liofilizada. Se propone que el péptido LKPNM que no se
identifico pudo ser degradado por proteasas. La actividad antihipertensiva fue
evaluada usando el modelo de ratas espontaneamente hipertensas mediante
administracion intragastrica de la biomasa resuspendida en agua usando 10
mg de proteina recombinante/ kg de peso. La mayor disminucion de la presion
arterial se observo a esta dosis después de 6h de administracion.

Estos resultados sugieren que estas cepas transplastdmicas podrian usar-
se para obtener una gran cantidad de péptidos antihipertensivos que podrian
ser utiles para la producciéon de alimentos funcionales.

Los péptidos antimicrobianos (PAM) forman parte importante del sistema in-
mune innato y se encuentran en distintos organismos, desde bacterias hasta
mamiferos. Se conocen como sustancias polifacéticas que presentan complejos
mecanismos de accién relacionados con la interaccion del patégeno a través
de su membrana, o afectando puntos especificos internos, como la replicacion
del ADN, la sintesis de proteinas, incluso interactuando con el huésped con
funciones inmunomoduladoras de la regulacion del proceso inflamatorio y de
la cicatrizacion.

Estos péptidos se singularizan por ser pequefos (entre 5 y 50 residuos
de aminodcidos), altamente catidnicos y anfipaticos. Tienen amplio espectro
y sus mecanismos de accion se caracterizaron en términos de interacciones
péptido-membrana, induciendo la destruccion de la membrana a través de
poros. Algunos PAM actutian solo contra las bacterias planctdnicas, y otros que
solo atacan a las bacterias que estan organizadas en una estructura compleja,
conocida como biofilm, que es responsable de la mayoria de las infecciones
clinicas. Algunos péptidos tienen propiedades antivirales o antifingicas, e in-
cluso actividad anticancerigena.

La generacion de resistencia alos péptidos antimicrobianos es mucho me-
nor si se compara con la generada con los antibidticos convencionales, existen
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mecanismos de resistencia de los PAM ya descritos, como la degradacion de
proteasas, la liberacion de proteinas inhibidoras o los cambios de conforma-
cién de la membrana externa del patégeno. El estudio de estas sustancias ha
permitido evidenciar su uso potencial en el ambito clinico para contrarrestar
los inconvenientes de la resistencia a los antibiéticos. Los péptidos antimicro-
bianos muestran grandes expectativas para abordar el problema de resistencia
a los antibidticos y antimicrobianos ya que es un motivo de preocupacioén
mundial segun datos y cifras de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud),
debido a que esta se produce cuando los microrganismos (bacterias, hongos,
virus y parasitos) sufren cambios al verse expuestos a los antimicrobianos
(antibidticos, antifingicos, antiviricos, antipalidicos o antihelminticos). Los
microorganismos resistentes a la mayoria de los antimicrobianos se conocen
como ultrarresistentes. Como resultado, los medicamentos se vuelven inefica-
ces y las infecciones persisten en el organismo, lo que incrementa el riesgo de
propagacion a otras personas.

Esto supone un gran riesgo de salud y una preocupacion que requiere de
medidas inmediatas pues al aparecer nuevos mecanismos de resistencia que se
propagan a nivel mundial y ponen en peligro la capacidad para tratar enferme-
dades infecciosas comunes, con el consiguiente aumento de la discapacidad,
la prolongacién de la enfermedad y la muerte, esto supone un aumento en el
costo de la atencidn sanitaria por la mayor duracién de las hospitalizaciones y
la necesidad de una atencién mas intensiva.

Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos.

Las bacterias son los patégenos mas estudiado para reconocer los mecanismos
de accién y son responsables de infecciones clinicas frecuentes; actualmente
hay un gran énfasis en las cepas ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococ-
cus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter especies), y otras especies multirresistentes. Las
bacterias gram negativas tienen una membrana lipidica externa rica en lipo-
polisacaridos (LPS), una regién intermedia compuesta de peptidoglicanos
y una membrana lipidica interna que contiene cardiolipina en las regiones
apicales. Las bacterias gram positivas tienen una gruesa matriz de peptidogli-
canos, enriquecidos en acidos teicoicos y teicurénicos.
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Biolégicamente, al inicio, los PAM interacttian con los fosfolipidos de la
membrana de la célula huésped (Figura 17.11).

Funciones
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Proteinas

Mecanismos que

Figura 17.11. Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos.
(Tomado y modificado de Téllez y Castafio, 2010).

A continuacion, se enuncian los pasos de esta interaccion primaria:

a) Interacciones peptidicas iniciales con la membrana diana. Los PAM
inicialmente atacan a los microorganismos a través de interacciones elec-
trostaticas. Los PAM cargados positivamente y las membranas lipidicas de
las bacterias cargadas negativamente forman un enlace mutuo y fuerte. En
las bacterias gram negativas, la interaccién implica un mecanismo llamado
captacion autopromocionada. Inicialmente reemplazan los cationes divalentes
asociados con LPS y luego desestabilizan la membrana microbiana. Para los
PAM, algunos estudios han sugerido que la afinidad de unién a LPS es tres
veces mayor en comparacion con los cationes divalentes. En bacterias gram
positivas, la presencia de acido teicoico cargado negativamente y el dcido tei-
curdnico en la pared celular los sensibiliza a la capacidad de destruccién del
PAM con carga positiva. El modelo de membranas ha demostrado el requisito
de un gradiente electroquimico minimo para la actividad 6ptima de los PAM.
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b) Eventos en membrana. Los PAM crean poros en la membrana del hos-
pedador que conducen a la filtracién de iones y metabolitos, lo que causa la
despolarizaciéon y la pérdida de la respiracién acoplada a la membrana y la
sintesis de biopolimeros. Estos eventos conducen a la muerte celular. En algu-
nos casos, la membrana del huésped sufre perturbaciones minimas, pero los
procesos intracelulares se interrumpen.

¢) Disfuncion de membrana. Los mecanismos reconocidos por los cuales los
PAM rompen la membrana de la bicapa lipidica de sus objetivos se describen
a continuacioén (Figura 17.12):

i. Poro en forma de barril. Los péptidos son lo suficientemente largos como
para penetrar perpendicularmente en la membrana y formar un poro en
forma de barril a través de la bicapa lipidica. El lumen central estd com-
puesto por regiones hidrdéfobas del péptido rodeadas por la regién media
de la bicapa de fosfolipidos y la parte interior del canal esta compuesta
por regiones hidroéfilas del péptido.

ii. Poro en forma anular. El poro estd compuesto en parte de péptido y
fosfolipido ya que los PAM causan que los fosfolipidos de las dos capas
formen una curvatura. Después de la acumulacion de los péptidos, se
dobla alrededor de un canal central que finalmente comprende el poro
transmembrana.

iii. Modelo de alfombra. Los PAM se unen electrostaticamente a la mem-
brana en una orientacidn paralela. Después de su acumulacién, forman
una estructura similar a una alfombra en la membrana de fosfolipido.
Cuando alcanzan un umbral de concentracion, se desintegran y permea-
bilizan la membrana mediante un proceso similar al detergente y forman
micelas.

d) Inhibicion dela sintesis de biopolimeros extracelulares. Lainhibicién dela
biosintesis de algunos compuestos macromoleculares, incluyendo peptidogli-
canos (PGN) (en bacterias grampositivas) y LPS (en bacterias gramnegativas)
como el componente principal de su pared celular y membrana externa, es un
importante mecanismo de accion de los PAM. La biosintesis de PGN esta rela-
cionada estructuralmente con la integridad y la funcién de la membrana. Los
PAM se unen a los precursores de PGN en lugar de a las enzimas que ayudan
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en su sintesis e interfieren con otros procesos de formacion de PGN al obstruir
estéricamente la actividad de la enzima en lugar de afectar directamente la
enzima. El objetivo deseado para los PAM es el lipido II, un importante pre-
cursor de la PGN, el PAM se une al lipido II por diferentes motivos de unién
Y, por consiguiente, inhibe la biosintesis de la pared celular.

e) Inhibicién de las funciones intracelulares. La inhibicién de algunos pro-
cesos intracelulares clave, como la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, la
interaccion con ATP y la inhibicién directa de las acciones de ciertas enzimas
dependientes de ATP son otros mecanismos utilizados por las PAM para cau-
sar la muerte celular.

Formacion de poro

rf@rgrfgrf/ \

Muerte

T celular

Afinidad

Mecanismo de carpeta

Figura 17.12. La interaccién péptido-membrana desemboca en la muerte del patégeno blan-
co. Modificado de Ciumac et al., 2019.

Los PAM son un grupo unico y diverso de moléculas, que esta dividido en 4
subgrupos dado por su contenido de aminodcidos y estructura.

Grupo 1. Contiene péptidos antimicrobianos anioénicos y son muy pequenos.
Se encuentran en extractos surfactantes, fluidos de lavados bronquio al-
veolares y células epiteliales del tracto respiratorio. Son activos contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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Grupo 2. Lo forman alrededor de 290 péptidos cationicos y tienen un tamafo
de 40 aminoacidos (PM aproximado de 4,000 Da); carecen de residuos
de cisteina y algunas veces tienen una bisagra en el centro. En solucién
acuosa, muchos de estos péptidos no tienen estructura definida, pero
en presencia de trifeniletanol, SDS, micelas, vesiculas fosfolipidicas, li-
posomas o lipido A, toda la molécula o una parte de ésta adopta una
estructura de a-hélice.

Grupo 3. Dentro de esta categoria se encuentran aproximadamente 44 pép-
tidos catidnicos. Estos péptidos carecen de residuos de cisteina y son
lineares, aunque algunos pueden formar estructuras de giros extendidos.

Grupo 4. Estd formado por péptidos catidnicos y anidnicos, consta de 380
péptidos los cuales contienen residuos de cisteina, forman enlaces disul-
furo y estructuras B-plegadas estables. Estos fragmentos tienen actividad
antimicrobiana, sin embargo, su papel en la inmunidad innata no es claro.

Otra clasificacion para los péptidos antimicrobianos esta en relacién con
los patégenos contra los cuales tienen mayor accion, dentro de esta clasifica-
cion estan los antibacteriales, antiftingicos, antivirales y antiparasitarios. La
accion de estos antimicrobianos es proporcional a sus mecanismos de accién.

El péptido antimicrobiano Flo, proveniente del arbol de Moringa oleifera se
ha expresado en el cloroplasto de las microalgas Nannochloropsis oculata, Scene-
desmus acutus'y Chlorella vulgaris, después de la transformacion por biobalistica
se verificd la insercion del transgén por PCRy se comprobd la homoplastia en las
lineas resistentes a espectinomicina. Los ensayos antimicrobianos demostraron
que la proteina total soluble e insoluble de la cepa de N. oculata transformada
es capaz de inhibir el crecimiento de las cepas ATCC de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. Aunque la meta de utilizar nuevas alternativas para la pro-
duccién de péptidos antimicrobianos que puedan ser ttiles como coadyuvantes
en la terapia con antibidticos o su completa sustitucion para reducir la multi-
resistencia auin es lejana; estos resultados son prometedores y demuestran que la
transformacion del cloroplasto de estas 3 especies de microalgas funciona como
una plataforma de expresion estable para la produccion del péptido Flo con po-
tencial para ser utilizado como antibacteriano.

532



Capitulo 17. Transformacion genética de microalgas

El uso de microalgas como biofabricas de proteinas recombinantes es una
aplicacion industrial novedosa y prometedora. Sin embargo, existen ciertos
puntos que dificultan la producciéon recombinante y sobre los cuales se esta
trabajando. Actualmente, la velocidad a la que se pueden producir y probar
nuevas lineas transgénicas de microalgas es un punto de inflexioén ya que la
gran mayoria de la investigacion referente a la expresion recombinante en el
cloroplasto implica construcciones de un solo gen utilizando enfoques conven-
cionales de clonacion basados en enzimas de restriccion, lo cual incrementa el
tiempo de obtencidn de transformantes. Con los nuevos avances sobre la apli-
cacién de los principios de la biologia sintética a la ingenieria de plastomas, en
un futuro cercano se podran contar con estrategias de disefio mas ambiciosas
que implican un redisefio in silico extenso del plastoma. Con este redisefio
se podria editar el genoma del plastoma en diversas formas como: elimina-
cion de porciones de ADN no esenciales, la refactorizacion o reestructuracion
de los genes enddgenos esenciales en grupos funcionales y manipulacién de
multiples transgenes en diferentes loci. El ensamblaje y la entrega de tales ge-
nomas sintéticos es técnicamente factible, lo cual se demostré al trabajar con
el plastoma de C. reinhardtii, que fue ensamblado en una levadura para pos-
teriormente transformar células de C. reinhardtii mediante bombardeo con
microparticulas. Este sistema permite la generaciéon de modificaciones genéti-
cas simultaneas, sistematicas y complejas en multiples loci in vivo. Ahora bien,
el desafio es desarrollar estrategias de selecciéon que permitan el reemplazo
limpio del plastoma enddgeno con la version sintética sin eventos de recom-
binacién indeseables.

Otro desafio es mejorar significativamente el rendimiento del producto
mediante el uso de elementos cis sintéticos para impulsar la expresion. Ac-
tualmente, los promotores y las UTR 5" utilizados para expresar transgenes
se derivan de genes fotosintéticos enddgenos. En algunos casos, los niveles de
expresion pueden mejorarse utilizando el promotor mas fuerte del gen para el
RNA ribosémico 168 fusionado ala UTR 5" de un gen fotosintético. Incremen-
tar los estudios sobre el disefio de promotores sintéticos y UTR, ademds de un
mejor conocimiento de las reglas de optimizacién de codones, incrementaran
el rendimiento promedio de proteina recombinante desde el valor actual de ~
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1% TSP al nivel >10% requerido para una plataforma comercial. Este aumento
en el rendimiento debe ir acompanado de mejoras en la produccién de biomasa
de algas fototroficas para que la plataforma sea comercialmente competitiva.
Dichas mejoras seran el resultado de una combinacion de optimizacion de me-
dios de cultivo, mejoras en el disefio del fotobiorreactor (PBR) y domesticacion
de la cepa, por ejemplo, la seleccién de mutantes con un tamaifio reducido de
antenas cosechadoras de luz que muestran una mayor productividad en PBR
como consecuencia de una mayor penetracion de la luz.

Por otra parte, el uso de antibidticos para recuperar lineas transgénicas
se considera un cuello de botella hacia la comercializacién, ya que ademas
de las preocupaciones de seguridad, la expresién de genes desintoxicantes de
antibidticos consume recursos celulares para su expresion, lo que resulta en
una carga metabdlica en la maquinaria celular. Sin embargo, se han desarrolla-
do estrategias para obtener células transformadas de C. reinhardtii sin utilizar
marcadores de seleccion. Las microalgas han demostrado su utilidad y poten-
cial como plataformas de produccién de proteinas y péptidos terapéuticos, y
ahora parecen estar preparadas para convertirse en la alternativa “verde” de
los sistemas actuales de produccion de proteinas recombinantes tradicionales.

Abreviaturas

aadA: Aminoglucésido adeniltransferasa
ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADN-T: Acido Desoxirribonucleico de Transferencia
aphA-6: aminoglucésidos fosfotransferasa
ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico Mensajero

ARNTr: Acido Ribonucleico Ribosomal

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo
ATP: Adenosin Trifosfato

atpA: Promotor de ATP sintasa

badh: betaina aldehido deshidrogenasa

CL4: Anticuerpo monoclonal contra hepatitis
CYCe: Citocromo C6

DO: Densidad Optica
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ECV: Enfermedades Cardiovasculares

ECA: Enzima Convertidora de Angiotensina

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas

ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter espe-
cies

GRAS: Generalmente Reconocidas Como Seguras

HDL: Lipoproteina de alta densidad

HEPES: Acido Hidroxietil Piperazina Etanosulfénico

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

HSP70A: Proteina de choque térmico 70 A

HTA: Hipertension arterial

LDL: Lipoproteina de baja densidad

LPS: lipopolisacaridos

MPM: Marcador Peso Molecular

NB: Caldo Nutritivo

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PAM: Péptido Antimicrobiano

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PEG: Polietilenglicol

PGN: Peptidoglicanos

pH: Potencial de Hidrégeno

PM: Peso Molecular

RUBISCO: Unidad Pequefia de la Ribulosa Bifosfato Carboxilasa

RSCBS2: Subunidad pequea 2 de la RUBISCO

SHR: Ratas Espontdneamente Hipertensas

SiC: Carburo de Silicio

TAP: Tris acetato fosfato

TMP: Potencial Transmembrana

UTR: Region no Traducida

WT: Tipo Silvestre

YM: Agar para levaduras y mohos
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Glosario

Acarreadores: Molécula que transporta o traslada a otra.

Acidos nucleicos: Biomoléculas que cumplen funciones esenciales en todas las
células y virus.

Antihipertensivos: Medicamentos utilizados para disminuir el riesgo cardio-
vascular en los pacientes con hipertension arterial controlando la presion.

Beta-globulina: Es un conjunto de proteinas presentes en la sangre que sirven
para el transporte de diferentes sustancias.

Biotecnologia: Agrupa todo el conjunto de técnicas, procesos y métodos que
utilizan organismos vivos, como las bacterias, hongos y virus, partes de
ellos o sistemas biologicos derivados de los mismos. Esto con la finalidad
de generar y/o mejorar bienes y/o procesos que sean de interés para el ser
humano.

Cepa: Poblacién de microorganismos de una sola especie descendientes de una
unica célula o que provienen de una determinada muestra en particular.

Clonas: Réplica genética de otra célula, tejido u organismo.

Clordfitas: Division de algas verdes que incluye especies de organismos euca-
riotas en su mayoria acudticos fotosintéticos.

Cloroplasto: Organelo encargado de llevar a cabo la fotosintesis en plantas;
estos evolucionaron a partir de bacterias fotosintéticas.

Diatomeas: Grupo de algas unicelulares que constituyen uno de los tipos mas
comunes de fitoplancton.

Dinoflagelados: Extenso grupo de protistas flagelados.

Endosimbiosis: Describe el paso de las células procariotas a células eucariotas
mediante incorporaciones simbiogenéticas de bacterias.

Espermidina: Poliamina estable e higroscépica encargada de modular la ac-
tividad enzimatica de la lisozima y de la fosfatasa alcalina, mantiene el
potencial de membrana, y controla el volumen y el pH intracelular.

Expresion transitoria: Proceso por el cual la informacién codificada por un
gen se encuentra de forma variable y limitada en tiempo.

Fotoautdtrofo: Organismos fotdtrofos capaces de tomar fotones de la luz solar
como fuente de energia.

Fotosintesis: Proceso quimico que se produce en las plantas, las algas y algu-
nos tipos de bacterias cuando se exponen a la luz del sol.
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Genes: Es la unidad fisica y funcional basica de la herencia. Los genes estan
formados por ADN.

Genoma: Conjunto formado por el material genético del ADN.

Heterdlogos: Genes que tienen diferente origen y funcion.

Heteroplastia: Presencia de mas de un tipo de genoma dentro de una célula
vegetal.

Heterétrofo: Organismo que no puede producir su propio alimento, sino que
se nutre de otras fuentes de carbono organico, principalmente materia
vegetal o animal

Homologia: Estudio comparativo de los seres vivos, la homologia es la rela-
cién que existe entre dos partes organicas diferentes de dos organismos
distintos cuando sus determinantes genéticos tienen el mismo origen
evolutivo.

Homoplastia: Presencia de un tnico tipo de ADN en el plastido.

Ingenierfa Genética: Es un proceso que emplea tecnologias de laboratorio
para alterar la composicién del ADN.

Marcador de seleccion: Es un segmento de ADN con una ubicacion fisica co-
nocida en un cromosoma.

Nucleétidos: Estructura fundamental basica de los dcidos nucleicos (ARN y
ADN).

Nutracéuticos: Producto presentado como una alternativa farmacéutica que
dice tener beneficios fisioldgicos.

Oligonucledtidos: Segmentos cortos monocatenarios o bicatenarios de acidos
nucleicos que se unen entre si para formar polimeros bioldgicos mono-
catenarios.

Péptido: Molécula formada por la union de varios aminoacidos mediante en-
laces peptidicos.

Plasmidos: Molécula de ADN circular que se encuentra en las bacterias y al-
gunos otros organismos microscopicos.

Plastidos: Organulos celulares eucaridticos, propios de las plantas y algas.

Plastoma: Es el genoma cloroplastico, también llamado ADN cloroplastico,
es el material genético de los cloroplastos, los organulos citoplasmaticos
caracteristicos de los organismos autétrofos fotosintéticos, tales como las
plantas y las algas.

Promotores: Es una regién de ADN que controla la iniciacién de la transcrip-
cion de una determinada porcion del ADN al ARN.
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Proteinas: Moléculas complejas que desempefian muchas funciones criticas en
distintos organismos.

Proteinas glicosiladas: Proteinas a las que se le ha afnadido una cadena de gla-
cidos.

Recombinacién Homologa: Es un tipo de recombinacién genética en la que las
secuencias de nucledtidos se intercambian entre dos moléculas similares
o idénticas de ADN.

Secuencias Intrénicas: Secuencia de ADN que forma parte de un gen pero no
codifica ninguna secuencia de aminodacidos de la proteina respectiva.

Suspension: Mezcla heterogénea de sustancias compuesta por un sélido fino
disperso en un liquido.

Transgén: Gen o material genético que ha sido transferido de un organismo a
otro, ya sea de forma natural, o artificial.

Vector de transformacién: Son moléculas transportadoras que transfieren y
replican fragmentos de ADN que llevan insertados mediante técnicas de
ADN recombinante.

Vortex: Mezclador de vértice, dispositivo simple que se usa comunmente en
los laboratorios para agitar pequeos tubos o frascos.
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