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Resumen

En los Ultimos afios, las microalgas son una gran alternativa en la investigacién cientifica debido a
su capacidad de produccion de proteinas recombinantes con aplicaciones comerciales. Como
plataforma de produccién, tienen varias ventajas ya que crecen muy bien, se caracterizan por su
capacidad de crecimiento en condiciones autétrofas, heterdtrofas o mixétrofas. Con mas de 70000
especies, las microalgas representan un gran potencial para producir proteinas recombinantes a
niveles comercialmente factibles. De estas especies, Chlamydomonas reinhardtii se ha destacado
por su gran potencial en la expresion de mas de 100 genes en el genoma del cloroplasto que
codifican para proteinas recombinantes como proteinas terapéuticas, anticuerpos, hormonas y
vacunas. En comparacion con la transformacion nuclear, varios estudios demuestran que la
acumulacion de proteinas recombinantes es mas alta cuando los genes que codifican para estas se
expresan en el genoma del cloroplasto de las microalgas. Sin embargo, todavia existen muchos
desafios en el uso de la ingenieria del genoma del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii
incluyendo la blsqueda de mejoras en las estrategias moleculares para que esta especie se
posicione como una plataforma de expresion estandar para la industria biotecnolégica. En este
trabajo, se reporta el potencial de Chlamydomonas reinhardtii como una plataforma de produccion
de proteinas recombinantes utilizando la tecnologia de transformacién del genoma del cloroplasto
de acuerdo con lo reportado en articulos cientificos.

Palabras clave: Microalgas, proteinas recombinantes, Chlamydomonas reinhardtii, transformacién
del genoma del cloroplasto.

Abstract

In recent years, microalgae have emerged as an alternative platform for the production of recombinant
proteins with commercial applications. As a production platform, it has several advantages, including
rapid growth, facility to scale up, and the ability to grow in autotrophic, heterotrophic, or mixotrophic
conditions. With more than 70,000 species, microalgae represents a vast, unexplored potential resource
for producing recombinant proteins with economic feasibility. Of these, Chlamydomonas reinhardtii has
been noted for its potential to express more than 100 different recombinant proteins, including
therapeutic proteins, antibodies, hormones, and vaccines. Compared to nuclear transformation, several
studies have shown that the accumulation of recombinant proteins is higher when their coding genes
are expressed in the chloroplast genome of microalgae. However, there are still many challenges and
bottlenecks in the use of chloroplast genome engineering with C. reinhardtii, such as improvements in
molecular strategies to position this species as a standard expression platform for the biotechnology
industry. In this work, the potential of C. reinhardtii as a platform to produce recombinant proteins using
chloroplast genome transformation technology is discussed.

Key words: microalgae cells, recombinant proteins, Chlamydomonas reinhardtii, chloroplast
genome transformation.
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Introduccién

A partir del desarrollo de las tecnologias
del ADN recombinante en los afios ochenta, los
organismos modificados genéticamente se han
convertido en una fuente importante para la
produccion de proteinas y metabolitos de interés
industrial. En la actualidad, la mayoria de las
proteinas recombinantes producidas
comercialmente se obtienen con Escherichia
coli (Shamriz et al., 2016), Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris (Salehzadeh et al.,
2012); asi como de lineas celulares de insectos
(Demain 'y Vaishnav, 2009), mamiferos
(Palomares et al., 2004) y plantas transgénicas
(Ofoghi et al.,, 1999). Cada sistema ofrece
distintas ventajas en términos de costo de
produccion, capacidad para producir proteinas
funcionales correctamente plegadas, seguridad,
distribucién y rendimiento, entre otras (Tabla 1).

Las microalgas son un grupo amplio y
diverso de células eucariotas fotosintéticas
gue viven en ecosistemas acuaticos y
terrestres  (Moazami et al, 2011).
Chlamydomonas reinhardtii  (C. reinhardtii)
son algas verdes biflageladas unicelulares de
vida libre que se encuentran en agua dulce y
suelo (Harris, 2009). Estas células se dividen
por mitosis cuando existen condiciones

ambientales adecuadas (Harris, 2001). La
temperatura minima para el crecimiento de
Chlamydomonas es de 13 a 15 °C en
promedio, (Maikova et al., 2016), y crece en
un intervalo mesdfilo (15 a 37 °C). Cuando la
temperatura disminuye a valores menores de
15°C  (biorreactores sin  control de
temperatura) la division celular se detiene por
completo (Lapina et al., 2013); sin embargo,
se ha reportado que el tamafio de la célula
continla aumentando lentamente (Maikova et
al., 2016), y su morfologia cambia de tal
manera que disminuye la densidad del
nucleolo, cambia la forma del cloroplasto,
aumenta el grosor de la capa de almiddn
alrededor del pirenoide y aumenta el tamafio
de las vacuolas (Valledor et al.,, 2013). C.
reinhardtii posee un cloroplasto grande y Unico
gue abarca aproximadamente el 40% del
volumen celular (Schotz et al.,, 1972). El
cloroplasto presenta un genoma circular de
~206 kb, alberga de 50 a 80 copias idénticas
del plastoma, contiene 99 genes que codifican
para los componentes centrales del aparato
fotosintético y del aparato de transcripcion-
traduccion del organulo (Gallaher et al., 2018).

C. reinhardtii es la microalga mas
caracterizada genéticamente en los tres
genomas que posee (nhuclear, cloroplasto y
mitocondrial), los cuales han sido vya

Tabla 1. Comparacién de diferentes sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Informacién tomada de Yan et al.. 2016.

Paradmetro Microalgas Plantas Bacterias Levaduras Insectos Células
mamifero

Costo operacion Bajo Bajo Bajo Medio Alto Muy alto

Costo de Medio Muy bajo Alto Alto Muy alto Muy alto

escalamiento

Velocidad de Rapido Lento Rapido Rapido Medio Lento

crecimiento

Riesgo de Bajo Bajo Alto Medio Alto Alto

contaminacion

Plegamiento de Alto Alto Bajo Medio Alto Alto

proteina

Rendimiento de Alto Alto Alto Medio Medio Medio

proteina

Seguridad Alta Alta Bajo Desconocido Medio Bajo

Distribucion F&cil Facil Posible Posible Dificil Dificil
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secuenciados (Merchant et al., 2007; Gallaher et
al., 2018). Actualmente existen procedimientos
de transformacion genética que permiten la
integracion de ADN exdégeno en los tres
genomas (Mussgnug, 2015). La modificacion
genética del cloroplasto de C. reinhardtii se
realizé hace més de 30 afios de forma estable
mediante el método de biolistica (Boynton et al.,
1988) y posteriormente se obtuvo en agitacion
con perlas de vidrio (Kindle et al., 1991). Se ha
demostrado cientificamente en algas y plantas
superiores, que las proteinas recombinantes se
acumulan en niveles mucho més altos cuando
se expresan en el genoma del cloroplasto en
comparacion con el genoma nuclear (Franklin et
al., 2002, Daniell, 2006). La expresion de
proteinas en el cloroplasto presenta varias
ventajas, que incluyen: (1) niveles altos de
proteina recombinante (2-20% de proteina
soluble total) (Su Z et al., 2005); (2) ausencia de
mecanismos de silenciamiento génico (Bock,
2015); (3) integracion génica dirigida en el
plastoma mediante recombinacion homologa; y
(4) la posibilidad de realizar modificaciones
postraduccionales tales como la correcta
formacion de enlaces disulfuro, (Mayfield et al.,
2007; Almaraz-Delgado et al., 2014). Es
importante destacar que el cloroplasto contiene
la maquinaria adecuada para formar enlaces
disulfuro y ensamblar proteinas grandes y
complejas, como anticuerpos completos (Tran et
al., 2009). Uno de los principales inconvenientes
de la expresion de proteinas en el cloroplasto de
C. reinhardti es que las secuencias de
codificacion proteica requieren optimizacion de
codones para cumplir con el uso de codones en
el organulo y se puedan expresar las proteinas
heterdlogas eficientemente (Franklin et al.,
2002), ademas de que no presentan
mecanismos de glicosilaciéon adecuados para
algunas proteinas; por lo tanto, esta microalga
se puede usar para producir proteinas que
exhiben poca o ninguna glicosilacion.

Se ha demostrado que la microalga C.
reinhardti es un sistema ideal para la
expresion de proteinas recombinantes con
fines de produccion comercial, ya que ofrece
varias ventajas que incluyen: (1) una alta tasa
de crecimiento, tiempos de duplicacion de 5 a
8 horas, y densidades celulares de 10
células/ml; (2) la transformacion genética es
una herramienta estable que permite generar
en 4 a 6 semanas, una produccion a gran
escala de proteina recombinante (Mayfield et
al., 2007); (3) facilidad de cultivo en diferentes
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tipos de biorreactores; (4) se pueden
transformar sus tres genomas (nucleo,
mitocondria y cloroplasto), lo que permite la
localizacion dirigida de la expresion de
proteinas recombinantes (Larosa y Remacle,
2013); (6) algunas cepas de C. reinhardtii se
pueden cultivar en condiciones heteroétrofas
(utilizando acetato como fuente de carbono) y
fototréficas (con luz como Unica fuente de
energia y CO2 como fuente de carbono), en
biorreactores y estanques al aire libre (Moon
etal., 2013); (7) existe una amplia variedad de
promotores y marcadores para la modificacion
genética de células; y (8) la FDA (Food and
Drug Administration) considera a C.
reinhardtii, como un organismo generalmente
reconocido como seguro (GRAS), ya que no
hay evidencia de componentes toxicos o
mutagénicos dentro de la célula (Murbach et
al., 2018). Por todo lo anterior se abre la
posibilidad de que se utilicen células
recombinantes completas o extractos de estas
(sin que se purifiquen las proteinas) como
vacunas orales o en alimentos mejorados
portando proteinas recombinantes. Por otra
parte, el genoma del cloroplasto de C.
reinhardtii soporta la expresiéon de genes que
codifican para una amplia variedad de
proteinas recombinantes que incluyen
indicadores como la enzima beta-
glucuronidasa (Sakamoto et al., 1993), la
luciferasa (Mayfield y Schultz, 2004) y la
proteina verde fluorescente (Franklin et al.
2002); proteinas terapéuticas como vacunas
(Surzycki et al.,, 2009) y hormonas (Dyo y
Purton, 2018); enzimas industriales (Gangl et
al., 2015; Richter et al., 2018) y enzimas para
sintetizar metabolitos (Fukusaki et al., 2003;
Papaefthimiou et al., 2019; Tevatia et al.,
2019). Se ha visto que muchas de las
proteinas recombinantes que se han
cuantificado se acumulan de 2% a 20% del
total de la proteina soluble (TSP) (Manuell et
al., 2007; Rasala et al., 2010).

El interés de C. reinhardti se ha
centrado principalmente en la produccion de
proteinas terapéuticas, las cuales no afectan
la biologia del cloroplasto (Dyo y Purton,
2018). Estas incluyen vacunas para ganado,
como una posible vacuna contra la fiebre
aftosa (Sun et al.,, 2003) y una que puede
proteger contra la gripe aviar (Castellanos-
Huerta et al., 2016). También se han
expresado vacunas humanas candidatas
contra la malaria (Jones et al., 2013), la
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infeccibn  por  Staphylococcus  aureus
(Dreesen et al., 2010) y los tumores causados
por el virus del papiloma humano (Demurtas
et al.,, 2013). La ingenieria de cloroplastos
también se ha utilizado para producir otras
proteinas terapéuticamente valiosas, como
los anticuerpos de cadena Unica larga
(Mayfield et al., 2003), una clase de
conjugados anticuerpo-farmaco conocidos
como inmunotoxinas que son prometedores
en el tratamiento del cancer (Tran etal., 2013),
y alérgenos recombinantes para el tratamiento
de alergias al mani y al polen de abedul
(Gregory et al.,, 2016, Hirschl et al., 2017).
Investigaciones recientes han demostrado la
viabilidad de expresar la toxina CytlAa de
Bacillus thuringiensis en el cloroplasto de C.
reinhardtii como estrategia util en el control de
mosquitos, particularmente debido a la
cohabitacion de esta microalga y larvas de
mosquitos en ciertos habitats (Kang et al.,
2018). A continuacién, se describen las
estrategias moleculares disponibles para
disefar la transformacion del cloroplasto de C.
reinhardtii, asi como algunos ejemplos
exitosos que han modificado el genoma del
cloroplasto para  obtener productos
recombinantes en C. reinhardti y una
perspectiva de los desafios futuros en la
industria del cloroplasto con microalgas.

Sistemas de cultivo de C. reinhardtii

C. reinhardtii es capaz de crecer
mixotréficamente; es decir, de forma autétrofa
(puede producir su propio alimento) o
heterétrofa (obtiene su alimento de fuentes
externas), segun la disponibilidad de
compuestos organicos y la intensidad
luminica. Ademas, C. reinhardtii, se puede
cultivar a gran escala en estanques abiertos o
en fotobiorreactores. Los fotobiorreactores
(FBRs) son sistemas cerrados transparentes,
de plastico o vidrio, con geometrias de
diversos tipos (tubulares, cilindricas o planas).
Estos sistemas tienen ventajas sobre los
estanques abiertos al obtener una mayor
productividad, fundamentalmente porque se
mejora la eficiencia de la fotosintesis y la
capacidad de fijacion del CO2. Frente a los
estanques abiertos, los FBRs necesitan un
espacio menor y se puede mantener un
monocultivo sin contaminacion de otras
especies, lo que permite tener un producto
apto para su uso en la industria farmacéutica.
Otra ventaja muy importante es que al ser
sistemas cerrados los parametros de
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crecimiento mas importantes como intensidad
de luz (2500-5000 Ilux), temperatura (18-
24°C), pH (8.2-8.7), cantidad de nutrientes y
didxido de carbono (1.85 g CO2/g biomasa),
se pueden monitorear y controlar, obteniendo
un bioproceso robusto (Rosales-Mendoza et
al., 2012). Se ha reportado que el uso de
biorreactores tipo air-lift para el cultivo de
microalgas como C. reinhardtii y Dunaliella
tertiolecta bajo condiciones de
fotoaclimatacién, junto con un flujo de liquido
controlado, un suministro de dioxido de
carbono y eliminacion de oxigeno no limitan la
productividad en los rendimientos de biomasa
(Janssen et al., 2000). Un desafio importante
es el desarrollo y optimizacion de los FBRs
para maximizar la productividad en C.
reinhardtii y disminuir el consumo energético,
con el fin de permitir la produccion de
proteinas recombinantes a gran escala. Estas
metodologias deben incluir los siguientes
parametros operativos: relacién
altura/diametro del reactor, velocidad de flujo,
coeficiente de transferencia de masa (kLa),
velocidad de mezcla, densidad inicial vy
penetracién de luz (Wang et al., 2014), junto
con el suministro de COg, la concentracion de
nutrientes, el pH, la salinidad y control de
temperatura (Fernandez et al., 2012), ya que
todos estos pardmetros pueden afectar la
produccion de proteinas recombinantes en
microalgas.

En cambio, los estanques abiertos
ofrecen la posibilidad de ser mas baratos que
los FBRs, en términos de inversion,
mantenimiento y consumo energético. Los
principales tipos de sistemas abiertos son
estanques poco profundos, estanques
circulares, estanques ovalados raceway con
brazo rotatorio para la agitacion del cultivo y
sistemas en cascada o de capa delgada. Las
desventajas  son: susceptibles a
contaminacion, mezclado poco eficiente, baja
productividad y wuna densidad celular
dependiente de la superficie, y de Ila
profundidad del estanque, lo que limita el tipo
de microorganismo que se puede cultivar en
estos sistemas (Borowitzka, 1999). A medida
qgue las células reciben la iluminacion y el
intercambio de gases como el dioxido de
carbono y oxigeno disminuyen con respecto a
la distancia desde la superficie, se limita el
crecimiento a cierta profundidad. Por lo tanto,
el cultivo en estanques abiertos debe
realizarse preferiblemente en capas delgadas
y cubrir grandes areas (Walker et al., 2005).
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Ademas, aunque todavia no se conoce el
impacto en los ecosistemas circundantes por
la propagacion de microalgas, la aceptacion
publica sigue siendo renuente al cultivo de
algas transgénicas en estanques abiertos.

En general, las microalgas tienen la
capacidad de crecer en escalas que van
desde unos mililitros hasta 500 mil litros de
forma rentable. En comparacion con otros
sistemas de cultivo celular, los costos
adicionales de iluminacién y agitacién se
compensan con los bajos costos del medio de
cultivo. Por ejemplo, las proteinas
terapéuticas complejas, como los anticuerpos
(mADbs), se producen principalmente mediante
el cultivo de células de mamiferos
transgénicos. Los costos de produccion de
mAb en células de mamiferos cultivadas
promedian unos $150 dis por gramo de
materia prima, mientras que en plantas
transgénicas se ha estimado que la
produccién de mAb cuesta $0.05 dis por
gramo (Dove, 2002). Se estima que los costos
de produccion de mAb en sistemas de
microalgas compitan con los de las plantas
terrestres, dado que los costos de los medios
para las algas son bastante razonables
($0.002 dIs por gramo), ademas las
microalgas pueden crecer en cultivos
continuos, en donde el medio de cultivo se
puede reciclar (Mayfield et al., 2003).

Métodos de transformacion para la
ingenieria genética del cloroplasto

La ingenieria genética del genoma del
cloroplasto  (plastoma) se  denomina
transplastéomica (Purton et al.,, 2013). Los
genomas de los cloroplastos son moléculas
circulares poliploides que poseen entre 100 y
200 genes, y la mayoria de ellos codifican los
componentes  centrales  del aparato
fotosintético o la maquinaria de transcripcion y
traduccion del organulo. La transformacién del
cloroplasto se logré por primera vez utilizando
C. reinhardti  mediante una mutante
fotosintética que portaba una delecién del gen
del cloroplasto, con la cual se restaur6 a
fototrofia mediante bombardeo de
microparticulas con un pldsmido que portaba
el gen de tipo salvaje. El andlisis molecular
mostro que el locus mutante se habia
reparado mediante recombinacion homadloga
(HR) entre las secuencias del plastoma y el
ADN introducido. Desde entonces,
C. reinhardtii ha sido ampliamente usado
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como modelo de laboratorio para estudios de
genética inversa de la expresion génica del
cloroplasto y la funcién fotosintética, con
eliminaciones  genéticas especificas o0
cambios dirigidos al sitio introducidos en el
plastoma mediante ingenieria mediada por
recombinacion homologa.

El método mas utilizado para obtener
células transplastomicas de C. reinhardtii es el
bombardeo de microparticulas (biolistica) con
el dispositivo PDS-1000/He (Randolph-
Anderson et al., 2015). Previo al bombardeo,
C. reinhardtii debe esparcirse en medio sélido
para inmovilizarlas. El dispositivo de
bombardeo acelera las particulas de
tungsteno u oro recubiertas de ADN utilizando
helio a alta presion para bombardear las
células inmovilizadas mantenidas a presion
subatomosférica. Varios factores, incluida la
naturaleza, el tamafio y la velocidad de las
microparticulas; la distancia a las células
inmovilizadas; el nimero de células que se
bombardearan; la forma lineal o circular del
plasmido recombinante y la concentracion de
ADN blanco, contribuyen a una eficiencia de
transformacion Optima mediante el
bombardeo de microparticulas (Coll, 2006).

Una de las ventajas al utilizar
particulas de oro es que tienen un tamafio y
una forma uniformes y no reaccionan
guimicamente con otras sustancias. Una
transformacion estable ocurre cuando se usan
particulas de oro de tamafio submicrénico
debido a que las células sufren menos dafio
celular, por lo tanto, se recuperan mas rapido
después del bombardeo. Por el contrario, las
microparticulas de tungsteno tienen forma
irregular y tamafio heterogéneo, éstas suelen
ser toxicas para las células y pueden degradar
el ADN diana; sin embargo, son mas baratas
(Randolph-Anderson et al., 2015). El elevado
costo del dispositivo de bombardeo ha llevado
a buscar alternativas mas baratas y sencillas
como el uso de perlas de vidrio. Otra técnica
de trasformacion utilizada en microalgas es la
agitacion de protoplastos (células deficientes
en la pared celular) con perlas de vidrio
utilizando vortices, esta técnica es simple y
eficiente para la transformacion de cloroplasto
en C. reinhardtii (Economou et al., 2014). Con
este método se propone que se generan
huecos en la célula y en las membranas del
cloroplasto debido a la accién abrasiva de las
perlas y el ADN ingresa directamente al
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cloroplasto. En este método, la pared celular
actla como una barrera fisica que evita la
entrada de ADN en la célula. La pared celular
puede eliminarse mediante  digestion
enzimatica con autolisinas (gametolisina),
enzimas que estan activas durante la
reproduccion celular (Economou et al., 2014).
También se ha desarrollado un método de
transformacion de cloroplasto mediante
electroporacion. La electroporacion es el
método de eleccion para introducir ADN en el
genoma nuclear. Sin embargo, esta técnica
también se ha utilizado para transferir ADN al
cloroplasto de microalgas. El uso de cepas de
pared delgada o deficiente de la pared celular
mejora la eficiencia de transformacion por
electroporacion (Shimogawara et al., 1998).
La integracion del ADN en el plastoma
poliploide da como resultado una mezcla
heteroplasmatica de copias de plastoma
transgénicas y no transformadas dentro de un
solo cloroplasto. Después, se comprueba la
presencia del gen de interés (GOI) en las
colonias resistentes y se someten a multiples
rondas de seleccion de una sola colonia para
garantizar que las lineas transformantes
alcancen un estado homoplasmico estable en
el que todas las copias del genoma poliploide
contienen el marcador y el GOI (Figura 1).
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Optimizacion del uso de codones para la
expresion transgénica

Una consideracion importante en la
ingenieria genética del plastoma de C.
reinhardtii es la preferencia por codones con
adenina (A) o timina (T) en la tercera posicién
(aproximadamente 64%) sobre aquellos con
citosina (C) o guanina (G). Un estudio mostro
que la proteina verde fluorescente (GFP) con
codones optimizados de acuerdo con el uso de
codones del genoma del cloroplasto podria
aumentar la acumulacion de la proteina
transgénica hasta 80 veces mas en el
cloroplasto (Franklin et al., 2002). Enfoques
similares que utilizan el gen de anticuerpo
humano y el gen de luciferasa con codones
optimizados también respaldaron el papel
significativo de la optimizacion de codones en
la produccibn de proteinas dentro del
cloroplasto de microalgas (Mayfield y Schultz,
2004). En consecuencia, la optimizacion de
codones de los transgenes da como resultado
una mejor eficiencia de traduccién vy, por lo
tanto, niveles mas altos de acumulacion de
proteinas. Actualmente, existen herramientas
de software disponibles para el disefio de
genes sintéticos con codones optimizados para
la expresion de muchas de las proteinas
recombinantes en el cloroplasto (Purton, 2007).
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Figura 1. Transformacioén de cloroplasto de C. reinhardtii. El gen de interés (GOI) se inserta en algunas de las copias

del plastoma mediante recombinacién homologa. Solo las células que contienen al menos una copia del transgén y el

marcador de seleccién podran sobrevivir en el medio selectivo y formaran colonias. Puede requerirse de multiples

rondas de seleccion de una sola colonia para lograr la homoplasmia. Imagen adaptada de Esland et al., 2018.
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Una (ltima consideracion es el sitio de
integracion, y esto esta determinado por los
elementos derivados del plastoma que
flanquean la construccidn transgénica y
median los dos eventos de cruzamiento,
como se muestra en la Figura 1. Se han
identificado varios sitios de integracién
'neutrales’ que permiten la integracion de
ADN exégeno sin alterar los genes
enddgenos ni afectar la expresién de genes
cercanos (Taunt et al., 2018).

Marcador de seleccién

Un requisito importante para la
transformacion del plasmido es tener un
marcador de seleccion. La insercion exitosa de
ADN en el cloroplasto de microalgas es baja:
uno de cada 10°-10° células tratadas (Murbach
et al., 2018). Por lo tanto, es esencial tener un
método de seleccion que permita el desarrollo
de colonias que surjan de estos eventos al
tiempo que evita el crecimiento de células no
transformadas. Los marcadores de seleccion
para la transformacion del cloroplasto se
resumen en la Tabla 2.

La seleccion de las cepas
transformadas se basan generalmente con
genes bacterianos (“‘casetes”) que confieren
resistencia a los antibiéticos (Bateman y Purton,
2000), sin embargo, debido a esto, el uso de

tales marcadores en productos comerciales no
es deseable. El marcador seleccionable mas
utilizado para la ingenieria de cloroplasto es el
gen aadA (Goldschmidt-Clermont, 1991). El gen
bacteriano aadA codifica para la aminoglucésido
adeniltransferasa (AAD), que  confiere
resistencia a espectinomicina y estreptomicina,
antibiéticos que se dirigen al ribosoma 70S de
bacterias y cloroplastos. En consecuencia,
cuando la secuencia codificante se fusiona con
un promotor de cloroplasto y regiones no
traducidas de los genes (untranslated region:
UTR) apropiado, el gen aadA puede servir como
marcador dominante y portatl en algas y
plantas. Un segundo marcador para la seleccién
basada en antibidticos en C. reinhardtii es el gen
aphA6 (Bateman y Purton, 2000). Este gen de
Acinetobacter baumannii codifica para la
aminoglucésido fosfotransferasa que confiere
resistencia a la kanamicina e inhibidores
relacionados de los ribosomas 70S. Una
seleccion alternativa basada en antibidticos
implica el uso de variantes de los genes Sy
rrnL del cloroplasto que codifican para los ARN
ribosomales 16S y 23S, respectivamente. Las
mutaciones puntuales especificas en S
pueden dar lugar a ribosomas resistentes a
espectinomicina, estreptomicina o kanamicina,
mientras que mutaciones en rrL pueden dar
lugar a resistencia a eritromicina (Randolph-
Anderson et al., 2015).

Tabla 2. Marcadores de seleccién para la transformacién del cloroplasto.

Marcador Modo de seleccion Referencia

aadA Resistencia espectinomicina/estreptomicina  Goldschmidt-Clermont, 1991

aphA6 Resistencia kanamicina Bateman y Purton, 2000

rmSy rrnL Resistencia espectinomicina, estreptomicina Randolph-Anderson et al.,
y eritromicina 2015

atpB Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Bateman y Purton, 2000

nifH Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Cheng, Day, Dowson-Day,

Shen y Dixon, 2005

psbA Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Michelet al., 2011

psbH Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Economou et al., 2014

tscA Restauracién de fotosintesis (fototrofia) Kindle, Richards, y Stern, 1991

arg9 Restauracion sintesis arginina Remacle et al., 2009
(prototrofia)

ptxD Uso de fosfito como Unica fuente de fosforo  Changko et al., 2020
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Si bien los diversos métodos de
seleccion descritos anteriormente se pueden
utilizar para transformar cepas de tipo silvestre
de C. reinhardtii, una estrategia alternativa es
aprovechar el hecho de que esta especie
puede prescindir por completo de la
fotosintesis y crecer heterotréficamente en
una fuente de carbono como el acetato. En
consecuencia, se han descrito cepas
mutantes fotosintéticas que portan
eliminaciones o mutaciones puntuales en el
plastoma que alteran los genes esenciales de
la  fotosintesis (Harris, 2001). La
transformacion de tales cepas con una copia
de tipo silvestre del gen afectado proporciona
una seleccibn robusta, ya que la
recombinacién homéloga restaura una copia
funcional del gen en el plastoma, lo que
permite la seleccion de un fenotipo de tipo
“silvestre” en medio minimo (sin acetato).
Como consecuencia, la homoplasmia con
marcadores basados en antibidticos se
pueden obtener lineas homoplasmicas incluso
después de una sola ronda de aislamiento con
una sola colonia (Wannathong et al., 2016).
Esto reduce el tiempo para generar
transformantes estables a 3-4 semanas
(Boynton y Gillham, 1993). El aspecto mas

atractivo del uso de un gen enddgeno para la
seleccion es que las lineas transformantes
estan "libres de marcadores" (Chen y Melis,
2013; Bertalan et al., 2015). Como se ilustra
en la Figura 2, un GOI se puede dirigir a un
sitio neutral rio arriba o rio abajo del gen
fotosintético incorporandolo en uno de los
elementos que se usan para flanquear dentro
de la construccion de transformacion. El
transformante resultante contiene sélo el GOI
como ADN externo en su plastoma, lo que
evita la transferencia horizontal de
marcadores de resistencia a antibiéticos como
el gen aadA. Es importante destacar que el
uso del alelo de tipo silvestre de un gen
endégeno como marcador seleccionable no
corre el riesgo de comprometer la eficiencia
traslacional o fotosintética, a diferencia de los
marcadores  basados en  mutaciones
puntuales dominantes como los genes con
resistencia a espectinomicina, estreptomicina
y eritromicina (rrnS/L). Los mutantes de
cloroplasto no fotosintéticos de C. reinhardtii
gue se han empleado como receptores para
dicho rescate fototréfico incluyen aquellos que
portan grandes deleciones que afectan a los
genes tscA, psbAvy atpB (Boynton et al., 1988;
Goldschmidt-Clermont, 1991).

Gen de la fotosintesis

mutado

¥

Genoma del

cloroplasto

—

Plagueo en

medio minimo

Mutante ne fotosintética
(reguiere acetato)

Transformacién del
cloroplasto

No hay colonias

Gen de la
fotosintesi

P

genoma -

transgénico

Plaqueo en
medio minimo

Colonias

(@] O enoma ;
00 6 08 .. /ﬁ““;: \

Transformante fototréfica

transgénicas

Figura 2. Seleccién basada en rescate fotosintético. La cepa receptora mutante de C. reinhardtii es incapaz de

crecimiento fototréfico debido a una deleciéon o mutacion puntual en un gen de fotosintesis y debe mantenerse en un

medio que contenga acetato. La transformacién del receptor con el ADN del donante, incluida la versién de tipo

silvestre del gen, da como resultado la restauracion de la fotosintesis y la integracién concomitante del GOI, lo que

permite que los transformantes crezcan en un medio minimo. Imagen adaptada de Esland et al., 2018.
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Existen otras estrategias de seleccién
basadas en marcadores metabdlicos que
rescatan mutantes auxétrofos. La capacidad de
C. reinhardtii de tipo silvestre para sintetizar
arginina depende de una ruta biosintética que se
encuentra predominantemente dentro del
cloroplasto. Una enzima clave en esta via es la
N-acetilornitina aminotransferasa (codificada
por el gen nuclear arg9), y los mutantes
afectados en este gen requieren un medio que
contenga arginina para sobrevivir (Remacle et
al., 2009). Por lo tanto, arg9 funciona un
marcador metabdlico en lugar de una enzima de
resistencia a antibioticos, lo cual es preferible
cuando se buscan estrategias ambientalmente
seguras con aplicaciones industriales, evitando
asi los problemas de bioseguridad asociados a
los marcadores con antibidticos. Otra enzima
metabdlica que se ha desarrollado
recientemente como marcador seleccionable
para el cloroplasto de C. reinhardtii se genera a
partir del gen bacteriano ptxD que codifica para
la fosfito oxidorreductasa (Changko et al., 2020).
Los eucariotas y la mayoria de los procariotas
no pueden utilizar fosfito (PO3*") como fuente de
fosforo, sin embargo, la enzima ptxD oxida el
fosfito a la forma biodisponible en fosfato (PO4*")
(Kanda et al., 2014). En consecuencia, la
enzima ptxD se puede utilizar como marcador
general para transformar microorganismos de
tipo  silvestre, includo C. reinhardtii,
seleccionando el crecimiento en un medio que
contiene fosfito como Unica fuente de fésforo.

Promotores y secuencias de regiones no
traducidas del ARNm (UTRs)

Para obtener proteinas recombinantes
con altos rendimientos en microalgas, el disefio
en la construccion de expresion del transgén
debe optimizarse en todas las etapas de la
expresion génica, desde la transcripcion hasta la
estabilidad de la proteina recombinante en las
gue se deben incluir varios elementos
reguladores. Para obtener niveles altos de
transcripcion, los elementos clave son los
promotores y las regiones no traducidas del
ARNm (UTRs) 5/3". En el cloroplasto de C.
reinhardtii la subunidad grande de ribulosa
bisfosfato carboxilasa (rbcL) (Dreesen et al.,
2010), las proteinas D1 y D2 encontradas en el
centro de reaccion del fotosistema Il (psbD y
psbA) (Manuell et al., 2007; Rasala et al., 2010),
la subunidad a de la adenosina trifosfatasa
(atpA) (Sun et al., 2003) y sus respectivas
regiones no traducidas (UTRs) son las opciones
mas elegidas (Surzycki et al., 2009). Los
promotores del cloroplasto de C. reinhardtii
usados para la expresibn de proteinas
heterdlogas se resumen en la Tabla 3.

Se sabe que las estructuras
secundarias de ARN son cruciales para la
estabilidad de la transcripcion, por ejemplo, los
bucles de tallo (loops) que se encuentran a
menudo en los extremos 5 'y 3' de los ARNm
afectan la transcripcion. En un estudio se mostro
gue el tallo-bucle del ARN es esencial en el

Tabla 3. Promotores del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii utilizados para la expresion de proteinas heterélogas.

Promotor Gen Proteina Nivel de expresion Referencia
(% TPS)
atpA subunidad a de la CTBVP1 ~3-4 Sun et al., 2003
adenosina trifosfatasa
psbD Fotosistema Il D1 M-SAA ~0.25 Manuell et al., 2007
rbcL Subunidad grande de CTBD2 ~0.7 Dreesen et al., 2010
Rubisco
psbA Fotosistema Il 14FN3 ~3 Rasala et al., 2010

CTBVP1.: Proteina de fusidon que comprende la proteina VP1 del virus de la fiebre aftosa y la subunidad B de la
toxina del colera

M-SAA: Amiloide sérico asociado a la mama

CTBD2: Proteina de fusion que comprende el dominio de unién a fibronectina D2 de S. aureus y la subunidad B
de la toxina del colera

14FN3: Dominio 14 de la fibronectina humana
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extremo 5' para la correcta transcripcion del
gen rbcL en Chlamydomonas. Alterar dicha
estructura hace que las transcripciones sean
inestables. Por lo tanto, estas regiones
especificas dentro de los UTRs 5' pueden
impactar la estabilidad del ARNm y usarse
para aumentar o reducir la produccion de
proteinas recombinantes (Salvador et al.,
2004; Suay et al., 2005). Ademas, se sabe que
los UTR 5' de los ARNm en los plastidos
contienen elementos clave como las proteinas
de uniéon a RNA (RBP) las cuales podrian
establecer un andamio proteico para las
transcripciones del cloroplasto, ayudando a
mejorar la estabilidad del ARN y el
plegamiento del ARN (Nickelsen, 2003). En
contraste, el UTR 3’ tiene relativamente poca
influencia en el nivel de expresion heteréloga.
Sin  embargo, algunos estudios han
demostrado que la secuencia y la estructura
de las UTRs 3' tienen papeles funcionales en
la regulacion de la elongacion, terminacién,
estabilizaciéon y acumulacién del ARNmM
(Blowers et al., 1993; Rott et al., 1998; Stern
et al, 1991). Todas estas observaciones
sugieren que la traduccion y la acumulacién
de ARNm estan determinadas principalmente
por el promotor y el UTR 5' apropiado; por lo
tanto, la eleccidon de regiones promotoras y
reguladoras son factores criticos que se
deben considerar para cada proteina de
interés con el fin de lograr un alto rendimiento
de proteinas recombinantes.

Produccidn de proteinas recombinantes en
cloroplasto de C. reinhardtii

Como se describié anteriormente, C.
reinhardtii ha demostrado ser una plataforma
muy versatii con diversas aplicaciones
biotecnolégicas, y es una alternativa muy
atractiva para la produccion de una amplia
variedad de proteinas recombinantes con
aplicacion médica. Sin embargo, el nimero de
informes  exitosos sigue siendo bajo,
especialmente en comparaciébn con otros
sistemas de expresion como Escherichia coli,
células de mamifero (células de ovario de
hamster chino, CHO) y plantas transgénicas.
El uso de células de mamifero para producir
proteinas recombinantes tiene la ventaja de
que estas proteinas son idénticas a las de
origen humano; sin embargo, el cultivo de
estas células es costoso, ademas de que se
corre el riesgo de tener contaminacion viral o
pridnica (Kwon et al., 2018). Por otra parte, las
bacterias pueden usarse para producir
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proteinas recombinantes a gran escala, pero
tienen la desventaja de carecer de muchas de
las modificaciones postraduccionales
(metilacion, glucosilacion) necesarias para las
proteinas complejas. Como organismos
eucariotas, las plantas transgénicas superan
este obstaculo y se ha demostrado
ampliamente que las plantas ofrecen un
sistema econdémico para la expresion de
ciertas proteinas en la industria biotecnolégica
(Daniell et al., 2001; Peters y Stoger 2011). En
cambio, C. reinhardtii presenta tiempos cortos
de produccién, bajo riesgo de patogenicidad
(no se conocen patdgenos o toxinas que
pudieran causar contaminacion en el producto
final, como en el caso de bacterias y células
de mamiferos), y se ha demostrado su
capacidad para sintetizar proteinas complejas
de origen humano.

En los siguientes parrafos se
describen algunos trabajos que han explotado
el uso del cloroplasto de C. reinhardtii como
plataforma para producir proteinas
recombinantes de interés médico (Tabla 4). La
primera proteina terapéutica expresada en el
cloroplasto de C. reinhardtii fue el anticuerpo
monocatenario contra la glicoproteina D del
virus del herpes simple. ElI anticuerpo
expresado formé enlaces disulfuro y se
acumulé como una proteina soluble capaz de
unirse a la proteina D del virus del herpes in
vitro (Mayfield et al., 2003). El virus de la fiebre
aftosa es un virus severo y altamente
contagioso que afecta al ganado y tiene un
impacto significativo en la economia.

La vacuna de subunidad viral contra la
fiebre aftosa consistié en la proteina estructural
VP1 fusionada con la subunidad B de la toxina
del célera, un potente adyuvante en mucosas,
se expreso en el cloroplasto de C. reinhardtii. El
nivel de acumulacién de la proteina VP1
alcanzé hasta un 3% de la proteina soluble
total, fue mas alto que el nivel informado en
estudios previos en plantas. La proteina de
fusion expresada tenia tanto antigenicidad
como afinidad de union hacia el gangliésido
GM1 (Sun et al., 2003). La proteina E2 como
candidata a vacuna contra el virus de la peste
porcina clasica (CSFV) se expresdé en el
cloroplasto de C. reinhardti. Aunque la
inmunizacion subcutdnea de extractos de algas
condujo a la induccion de una respuesta
sistémica, la inmunizaciéon oral no dio como
resultado una respuesta a nivel sistémico y
mucosas (He et al, 2007). En 2007, se

117



Articulos

Tabla 4. Productos recombinantes expresados en cloroplasto de C. reinhardtii. Informacién adaptada de Shamriz y Ofoghi, 2016.

(TSP: Proteina total soluble. Dw: peso seco).

Aplicacion Proteina recombinante Técnica de Respuesta encontrada Nivel de Referencia
transformacion expresion
Anticuerpo Anticuerpo dirigido contra la Biolistica El anticuerpo fue capaz de 1% TSP Mayfield et al.
glicoproteina D del virus del unirse a la proteina D del (2003)
herpes (HsV8-Lsc) virus del herpes in vitro
Anticuerpo monoclonal Biolistica El anticuerpo fue capaz de  0.01% Dw  Tran et al. (2009)
humano contra el antigeno unirse y neutralizar la toxina
protector 83 del antrax del antrax
(PA83)
Vacuna Descarboxilasa del &cido Biolistica Reacciona con sueros de 0.25-0.3% Wang et al.
glutamico humano pacientes diabéticos y es TSP (2008)
(hGDAG65) contra diabetes inmunogénico en ratones
tipo | NOD
Dominio de uni6n a Biolistica Se indujeron respuestas 0.7% TSP Dreesen et al.,
fibronectina D2 de inmunitarias sistémicas y (2010)
Staphylococcus aureus mucosas por via oral. El
fusionada con CTB de la 80% de los ratones
toxina del colera vacunados sobrevivieron al
desafio letal de S. aureus
Proteina estructural E2 del Biolistica La inmunizacién  1.5-2% He et al., (2007)
virus de la peste porcina subcutinea de ratones con TSP
clasica (CSFV) extractos de algas indujo la
produccion de anticuerpos
contra la proteina E2
Enzima Diterpeno sintasa Perlas de vidrio El método de 3.7% TSP Zedler et al.,
transformacion es (2015)
adecuado para la expresiéon
heteréloga, la proteina se
expresa de forma estable
Inmunotoxina  Un anticuerpo (ssFv) que Biolistica Las inmunotoxinas se 0.3-0.4% Tran et al.,
reconoce a CD22, un produjeron en las célulasde TSP (2013)
epitopo de superficie de C. reinhardtii sin ser toxicas
células B fusionada al para ellas y
dominio enzimético de la enzimaticamente  activas,
exotoxina A de se unen a las células B
Pseudomonas aeruginosa diana y las matan de
manera eficiente in vitro.
Proteina Isoforma 121 del factor de Biolistica Activa en ensayo de union 2% TSP Rasala et al.,
terapéutica crecimiento endotelial al receptor VEGF (2010)
vascular humano (VEGF)
Proteina B1 de grupo de Biolistica Actica en ensayo de 2.5% TSP Rasala et al.,
alta movilidad (HMGB1) guimiotaxis de fibroblasto (2010)
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produjo una proteina amiloide sérica asociada a
la mama bovina (M-SAA) y se demostr6 que la
M-SAA se acumulaba en cloroplasto de forma
soluble (>5% de la proteina total), sugiriendo
gue la proteina estaba correctamente plegada y
era biolégicamente activa. El hallazgo mas
importante de este estudio fue que el promotor
psbA da como resultado un mayor nivel de
acumulacion de proteinas recombinantes en
ausencia del gen psbA enddgeno (Manuell et al.,
2007). El gen de la descarboxilasa del acido
glutdmico humano (hGAD65), un antigeno
autoinmune principal para la diabetes tipo 1, se
expresd bajo el control del promotor rbcL del
cloroplasto. Wang y colaboradores (2008),
demostraron que la acumulacion de hGAD65
era mayor (0.25-0.3% de proteina total soluble)
en comparacion con el nivel obtenido de plantas
transgénicas. La antigenicidad de hGADG65
expresada en C. reinhardtii se demostré con su
inmunorreactividad a sueros diabéticos por
ELISA y por su capacidad para inducir la
proliferacion de células del bazo de ratones
diabéticos no obesos (NOD) (Wang et al., 2008).

Asi mismo, en el cloroplasto de C.
reinhardtii se expres6 un anticuerpo monoclonal
humano de longitud completa contra una
proteina de Bacillus anthracis. Los resultados
demostraron que el anticuerpo expresado tenia
una estructura funcional y también una actividad
de unién a antigeno similar a la expresada en el
sistema de células animales CHO (Tran et al.,
2009). En 2010, Rasala y colaboradores
evaluaron la expresion de siete proteinas
terapéuticas en el cloroplasto de C. reinhardtii.
Cuatro de las proteinas se acumularon a niveles
superiores al 2% y fueron biol6gicamente
activas, mientras que, para las tres proteinas
restantes, no se detectd expresion debido a que
estas proteinas se expresaban mal y eran muy
inestables o sus regiones codificantes
impidieron de alguna manera la traduccion de
los ARNm quiméricos (Rasala et al., 2010).
También, se demostré por primera vez, que
ciertas inmunotoxinas en su forma monomeérica
y dimérica pueden producirse en el cloroplasto
de C. reinhardtii sin ser tdxicas, debido a que
estan secuestradas en el compartimento del
cloroplasto (Tran et al., 2013).

Aunque el cloroplasto proporciona un
entorno adecuado para la formacion de
enlaces disulfuro y el plegamiento adecuado
de proteinas, la glicosilacion deseable no se
realiza en este compartimento. Sin embargo,
el estado de glicosilacion de las microalgas
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esta aun mas cerca de los patrones humanos
en comparacion con la glicosilacion en
bacterias y levaduras. Los avances recientes
en la glicoingenieria de microalgas modelos
(C. reinhardtii, P. tricornutum) han mostrado
gue tienen un gran potencial para producir
productos biofarmacéuticos no
inmunogénicos en microalgas (Barolo et al.,
2020). En 2013, Gregory y colaboradores,
explotaron esta caracteristica y expresaron
con éxito las proteinas Pfs25 y Pfs28 pero sin
glicosilar de Plasmodium falciparum en el
cloroplasto de C. reinhardtii. Por otra parte, se
expreso la proteina E7 en C. reinhardtii con el
propdsito de generar una vacuna oral contra
cancer por VPH. La infeccion por el virus del
papiloma humano tipo 16 (VPH-16) es la
principal causa del desarrollo del cancer de
cuello uterino. Los resultados mostraron que
en comparacion con plantas de tabaco
transplastémicas (0.1% PTS), el rendimiento
obtenido de E7 fue mayor a 0.12% en fraccién
soluble. Asi mismo, se lograron altos niveles
de proteccion después de inyecciones
subcutaneas con la proteina E7 generada en
C. reinhardtii recombinante (Demurtas et al.,
2013). El éxito de todos estos resultados para
producir proteinas recombinantes basados en
el cloroplasto de C. reinhardtii demuestra el
potencial de esta plataforma para competir
con los sistemas de produccion actuales.

Desafios futuros en la ingenieria del
genoma del cloroplasto

La expresion exitosa de muchas
proteinas recombinantes bioactivas (como
enzimas y proteinas terapéuticas) en el
cloroplasto de C. reinhardtii han demostrado
el potencial de esta especie como plataforma
para competir con los sistemas de produccion
actuales. Sin embargo, para la explotacion
comercial de C. reinhardtii se requerird un
mayor avance en la ingenieria del genoma del
cloroplasto para abordar sus limitantes de tal
forma que su uso industrial sea factible.
Debido a que el sistema de expresion de las
algas esta todavia en investigacion y
desarrollo, existen muchas estrategias
moleculares que aln se deben probar o
mejorar para aumentar la acumulacién de
proteinas recombinantes. Por ejemplo: el
desarrollo de marcadores adicionales para
manipular cepas de tipo silvestre (fototréficas)
gue no se basan en la seleccibn de
antibiéticos y, por lo tanto, lograr una mejor
aceptacion publica. La combinacién de
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ingenieria nuclear y cloroplasto permite
obtener cepas en las que la sintesis del
producto esté bajo control nuclear, o cepas
que produzcan metabolitos nuevos (como:
terpenoides o lipidos) a través de las vias
biosintéticas localizadas en cloroplasto y
citosol (Fuentes et al., 2018).

Actualmente, casi todos los informes
de ingenieria del cloroplasto de C. reinhardtii
involucran transgenes Unicos (Purton et al.,
2013; Young y Purton, 2018), y solo hay un
par de informes en los que dos transgenes se
han co-transcrito con éxito o se han dirigido a
loci separados (Dyo y Purton, 2018). Sin
embargo, el avance en la ingenieria
metabdlica del cloroplasto en plantas abre
nuevas oportunidades para la explotacioén del
cloroplasto en microalgas (Saxena et al.,
2014). A medida que se establezcan los
métodos para la manipulacién molecular y de
ingenieria de procesos, se puede esperar que
la produccion aumente y los costos
disminuyan, lo que podria hacer que la
produccién de proteinas recombinantes en
microalgas sea un sistema econémicamente
rentable y de uso rutinario en un futuro
préximo, para producir una amplia variedad de
proteinas recombinantes. Actualmente, las
empresas biotecnoldgicas interesadas en el
uso comercial de C. reinhardtii, son pocas.
Mera Pharmaceuticals, Inc.
(http://www.merapharma.com), esta
compafiia cultiva algas transgénicas que
expresan proteinas recombinantes dentro del
cloroplasto. Phycotransgenics,
(http://www.phycotransgenics.com),  donde
han desarrollado algas transgénicas para
aplicaciones en el area de la salud animal y la
biorremediacion. Triton Algae Innovations
(https://www.tritonai.com); Microsynbiotix
(https://www.microsynbiotix.com) y Axitan
(http://www.axitan.com), realizan
investigaciones para usar el cloroplasto de C.
reinhardtii como una plataforma para fabricar
compuestos de alto valor, tales como vacunas
y proteinas de calostro.

Conclusiones

Las estrategias moleculares en la
ingenieria del genoma del cloroplasto de
Chlamydomonas reinhardtii han demostrado
ser un campo importante en la produccién de
proteinas recombinantes de alto valor
comercial. Sin embargo, es necesario
optimizar el uso de la ingenieria del genoma
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del cloroplasto de C. reinhardti para
posicionar a esta especie como una nueva
plataforma de expresion para la industria
biotecnolégica. Hasta la fecha, la mayoria de
los productos recombinantes de C. reinhardtii
se encuentran en las primeras etapas de
investigacion y solo algunos de ellos se han
probado en experimentos con animales. No
obstante, C. reinhardtii tiene el potencial de
ser uno de los principales modelos de
investigacion basica y aplicada en microalgas
con fines de produccion de proteinas de valor
agregado con diferentes aplicaciones.
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