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RESUMEN. 

 

En la actualidad, la creciente demanda de metabolitos útiles en la industria 

alimentaria, farmacéutica, cosmetóloga, biomédica, entre otras, exige la 

creación de  alternativas verdes y sustentables para la obtención de dichos 

productos de interés comercial. Las cianobacterias se propusieron como una 

alternativa promisoria para saciar estos requerimientos; sin embargo, no han 

tenido el impacto esperado debido, entre otras cosas, a las dificultades 

asociadas a los sistemas de su cultivo a gran escala. Uno de los retos más 

grandes es el mantenimiento de monocultivos, por lo que la creación de un 

sistema de control de pureza beneficiaría el uso de sistemas abiertos, 

asegurando así la asepsia de cultivos con altos requerimientos de calidad 

sanitaria. 

Proponemos la creación de un sistema de control de pureza basado en el uso 

de cianobacterias transgénicas que expresen la enzima fosfito oxidoreductasa 

(PTXD) de origen bacteriano, que permita el uso de fosfito (Phi) como única 

fuente de fertilización fosfatada y a su vez, ser un agente control de 

biocontaminantes. 

En este trabajo se reporta que la transformación del gen codificante para la 

enzima PTXD en Synechococcus elongatus no le confiere a ésta la capacidad 

de metabolizar Phi. Lo que sugiere que para lograr esta meta es necesaria la 

expresión del conjunto de genes (operón ptx) involucrados en este proceso. 
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ABSTRACT. 

 

Nowadays, there is an increasing demand for metabolites that are useful in the 

food, pharmaceutical, cosmetology and biomedical industries, but its production 

generates huge environmental problems. So, it is required the creation of green 

and sustainable alternatives in order to obtain this products of commercial interest. 

Cyanobacteria were proposed as a promising alternative to satisfy these 

requirements, but they have not had the expected impact due to the difficulties 

associated to its large-scale cultivation. One of the biggest challenges is the 

maintaining of monocultures, so the creation of a purity control system would 

benefit to the open systems. The control system ensures aseptic and sanitary 

quality requirements in the cultures.  

It is proposed the creation of a purity control system based on the use of 

transgenic cells of cyanobacteria expressing the phosphite oxidoreductase enzyme 

(PTXD) from bacterial origin. This would permit the use of phosphite as the sole 

source of phosphorus fertilization and at the same time, would function as a 

contamination control agent. 

In this work, it is reported that the transformation of the encoding gene for the  

PTXD enzyme  in Synechococcus elongatus does not confer the ability to 

metabolize Phi in this cyanobacterium. This suggets that to perform this it is 

required the expression of all genes (ptx operon) involved in this process. 
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I. INTRODUCCIÓN  

 

Las cianobacterias son organismos procariotas que tienen la capacidad de realizar 

fotosíntesis oxigénica, fijando CO2 y utilizando agua como donador de electrones 

(Whitton & Potts, 2000; Flores & Herrero, 2005). Han tenido una larga evolución 

desde hace 2,8 a 3,5 millones de años (Knoll, 2008), durante este tiempo se han 

adaptado a los diversos cambios que ha sufrido el planeta sobreviviendo en 

ambientes que en ocasiones fueron extremos. 

 

Actualmente muchas cianobacterias tienen un lugar privilegiado debido a que 

participan en procesos biológicos importantes o se han utilizado en diversas 

aplicaciones a nivel industrial, que van desde la  fijación de nitrógeno, la 

producción de toxinas, la floración de blooms, hasta  su cultivo para alimentación 

humana y su valor farmacológico. 

Las cianobacterias generan gran interés no solo debido a su aplicación industrial, si 

no también a las ventajas que estas poseen para realizar investigación científica de 

gran interés, un ejemplo de cianobacteria que es empleada como modelo de 

estudio para dicho fin es Synechococcus elongatus pese a que no se conoce una 

aplicación biotecnológica o patología adjudicada a ésta Synechococcus elongatus, 

el hecho de tener un genoma totalmente secuenciado (Vijayan et al., 2011), y ser 

fácilmente cultivable, han permitido la realización de investigaciones tales como: 

estudios de ciclo circadiano (Hanaoka & Tanaka, 2008, Williams et al., 2002, Zouni 
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et al., 2001), de mecanismos en la ruta de asimilación de nutrientes como el 

nitrato (Fadi Aldehni et al., 2003, Gorl, Sauer, & Forchhamer, 1998) , y la 

búsqueda de nuevas alternativas que permitan la mejora de cultivos y metabolitos 

de interés (Rosales-Loaisa et al, 2008) son algunas de los investigaciones 

realizadas en esta cianobacteria. 

 

En general, la mayoría de los sistemas de cultivo de cianobacterias tienen elevados 

requerimientos de nutrientes y son altamente susceptibles a contaminación. Por 

esta razón se requieren alternativas que permitan optimizar los sistemas de cultivo, 

y satisfacer la demanda de nutrientes requeridos, así como el mantenimiento de 

monocultivos.  

En un estudio reciente López-Arredondo y Herrera-Estrella, (2012) reportaron el 

efecto benéfico que produce el fosfito como fertilizante fosfatado y a su vez como 

agente control de malezas en cultivos de plantas transgénicas que poseen una 

enzima de origen bacteriano capaz de convertir el fosfito en fosfato. Las plantas 

modificadas de esta manera fueron capaces de utilizar el fosfito para producir 

biomasa de una manera 50% más eficiente que bajo un esquema de fertilización 

con una fuente normal de fosfato (Lopez-Arredondo & Herrera-Estrella, 2012). 

Esto se debió a que el fosfito posee ventajas frente al fosfato como mayor 

solubilidad y menor reactividad, además de representar una fuente indisponible de 

fósforo para la mayoría de los microorganismos (Morton y et al., 2005; White y et 

al., 2007). 
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Por lo anterior surge la posibilidad de adaptar la tecnología del uso de fosfito para 

reducir el uso de nutrientes en el cultivo de cianobacterias y a su vez funcionar 

como inhibidor del crecimiento de microorganismos indeseados frecuentemente 

presentes en los sistemas de cultivo abierto e incluso en los sistemas cerrados 

crecidos heterotróficamente (Chen y et al., 2011). Mediante el uso de herramientas 

moleculares, se introdujo  al material genético de S. elongatus el gen codificante 

para la enzima fosfito deshidrogenasa con el propósito de generar una cepa capaz 

de crecer en un medio de cultivo que contenga Phi como única fuente de fósforo y 

al mismo tiempo que pudiera evitar la toxicidad característica del Phi que inhibiría 

el crecimiento de otros microorganismos.  
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II. ANTECEDENTES 

II.I Las Cianobacterias. 

II.I.I  Historia y evolución. 

Las cianobacterias son un grupo diverso aunque bien definido de eubacterias 

perteneciente al dominio Bacteria (Woese, 1990) y subdominio Prokaryota (Mayr, 

1990) (Figura 1), capaces de desarrollar fotosíntesis oxigénica análoga a la que 

desarrollan las plantas, y con un aparato fotosintético muy similar al de éstas 

(Stanier & Cohen-Bazire, 1977; Woese, 1987). Se les considera las principales 

responsables de la acumulación de oxígeno atmosférico a lo largo de la evolución 

de la Tierra.  

Se estima que el origen de las cianobacterias es muy primitivo (hace unos 2.800- 

3.500 millones de años), desempeñando un papel crucial en la evolución del 

ambiente geoquímico y de la vida en la Tierra, al promover la transformación de la 

atmósfera desde un estado reductor inicial hasta su actual estado oxidante, 

además de ser las causantes de la aparición de la capa de ozono protectora de la 

radiación ultravioleta (Schopf, 1993). Por otro lado, según la teoría del 

endosimbionte, las cianobacterias son los microorganismos que dieron lugar al 

cloroplasto eucariótico (Gray, 1989). En la actualidad, estos organismos ocupan 

hábitats muy diversos, estando presentes en gran variedad de ecosistemas 

estudiados: aguas oceánicas y continentales, suelos y ambientes extremos, aguas 
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termales y desiertos (Tandeau de Marsac & Houmard, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Árbol de la vida. Construido a partir de la comparación de las secuencias de los 

ARN ribosómicos 16S y 18S. Dentro de cada dominio solo se muestran algunos organismos de cada 

linaje. La flecha verde es la raíz hipotética del árbol y representa el antecesor común de todas las 

células. Modificado de Aharon Oren, 2008. 

Desde el punto de vista metabólico, todas las cianobacterias conocidas son 

capaces de vivir en condiciones fotoautotróficas, aunque algunas pueden crecer 

además en condiciones heterotróficas en presencia de alguna fuente de carbono. 

La fijación de dióxido de carbono atmosférico la llevan a cabo mediante el Ciclo de 

Calvin. Como peculiaridad en el metabolismo del carbono, las cianobacterias 
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poseen un Ciclo de Krebs incompleto, debido a la carencia de la enzima 2-

oxoglutarato deshidrogenasa, quedando este ciclo como una ruta de función 

anabólica que proporciona 2-oxoglutarato: la molécula de carbono sobre la que se 

realiza la fijación de nitrógeno (Stanier & Cohen-Bazire, 1977). La degradación de 

azúcares se lleva a cabo mediante la ruta oxidativa de las pentosas fosfato (Smith, 

1982). Como fuente de nitrógeno las cianobacterias pueden utilizar nitrato, nitrito 

y amonio (Guerrero & Lara, 1987), aunque algunas cepas pueden utilizar además 

urea, algunos aminoácidos, o nitrógeno molecular atmosférico (Stewart, 1980; 

Flores & Herrero, 1994). En este último caso, algunas cepas han desarrollado 

células diferenciadas llamadas heterocistos, que aparecen en condiciones de 

ausencia de nitrógeno no atmosférico. Es en estas células especializadas donde se 

realiza el proceso de fijación de dinitrógeno, para separarlo espacialmente de la 

fotosíntesis y evitar así la inactivación irreversible de la nitrogenasa por oxígeno 

molecular (Wolk, 1982). Las cianobacterias capaces de incorporar nitrógeno 

molecular, pero que no desarrollan heterocistos, impiden la inactivación de la 

nitrogenasa mediante el incremento del metabolismo respiratorio y la separación 

temporal de los procesos de fotosíntesis y fijación de nitrógeno (Fay, 1992). El 

desarrollo de heterocistos no es el único caso de diferenciación celular presente en 

las cianobacterias, ya que algunas especies filamentosas forman acinetos, células 

de resistencia en condiciones desfavorables (Nichols & Adams, 1982), y 

hormogonios, células especializadas en la reproducción y la dispersión (Tandeau 

de Marsac, 1994). 
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II.I.II Clasificación.  

Las cianobacterias son muy diversas morfológicamente. (Figura 2).  Existen 

especies tanto unicelulares como filamentosas, lo que ha llevado a su clasificación 

en cinco secciones (Rippka et al., 1979). La Sección I incluye estirpes unicelulares 

que se dividen por fisión binaria o por gemación, perteneciendo a esta división, 

entre otros, los géneros Synechococcus y Synechocystis. La Sección II, a la que 

pertenecen los géneros Dermocarpa y Pleurocapsa entre otros, está constituida 

por estirpes unicelulares que se reproducen por fisión múltiple y/o fisión binaria. 

En la Sección III aparecen estirpes que, como Pseudanabaena y Spirulina, son 

filamentosas no formadoras de heterocistos. Las Secciones IV y V la conforman 

especies filamentosas formadoras de heterocistos, representando la Sección IV 

especies que presentan división en un plano (como los géneros Anabaena y 

Nostoc), mientras que en la Sección V se clasifican especies con división en más de 

un plano (por ejemplo, el género Fischerella) (Giovannoni et al., 1988). Sin 

embargo, hoy día la clasificación de las cianobacterias está en revisión, provocada 

por el empleo de marcadores quimiotaxonómicos y el análisis comparativo de 

macromoléculas. De este modo, se ha demostrado que únicamente la Sección II, y 

las Secciones IV y V conjuntamente, forman grupos filogenéticos verdaderos. 

Con objeto de incrementar el área fotosintéticamente activa, las cianobacterias han 

desarrollado un sistema de membranas intracitoplasmáticas (ICM), en el cual se 

localiza el aparato fotosintético de transporte de electrones. El pigmento básico 

fotosintético en las cianobacterias es la clorofila a, a diferencia de las plantas, que 
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también poseen clorofila b. Sin embargo, un grupo de cianobacterias, las 

proclorofitas, también presentan clorofila b. (Purves et al., 1992): 

Figura 2. Fotografías ejemplos de cianobacterias. A) Spirulina sp B) Nostoc sp. C) 

Synechocystis sp. D) Synechococcus elongatus PCC7942.  Tomado de A) wellstar company.com  B) 

Rifka Biology, 2011. C) Kopfmann et al., 2013. Scholz et al., 2013. D) www.osel.cz ). 

 

La mayoría de cianobacterias estudiadas son poliploides, presentando un alto 

número de copias cromosómicas (en torno a 12) por célula. Muchas cianobacterias 

pueden incorporar DNA exógeno a su genomio de manera estable por medio de un 

sistema de conjugación y recombinación homóloga (Porter, 1986). Además, se han 
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desarrollado técnicas de transferencia genética por transformación (Wolk et al., 

1984; Flores & Wolk, 1985), con o sin electroporación (Thiel & Poo, 1989). Todo 

ello hace de las cianobacterias organismos ideales para el estudio molecular de los 

procesos fotosintéticos, respiratorios y metabólicos en general. 

 

II.II Transformación genética de cianobacterias. 

La transferencia de DNA es una práctica común en un gran número de cepas de 

laboratorio muy diversas. La transformación natural, también ha quedado patente 

en algunas cianobacterias.  

En cianobacterias los estudios más detallados relacionados con la transformación 

natural, se han llevado a cabo en Synechocystis sp. PCC 6803. Esta cianobacteria, 

cuyo genoma ha sido uno de los primeros secuenciados de organismos 

fotosintéticos (Kaneko et al., 1996), es transformable de forma natural con alta 

eficiencia (Zang et al., 2007). Debido a su simple organización genética, y amplia 

flexibilidad metabólica (puede crecer heterótroficamente y fotoautótroficamente, 

este organismo se ha convertido en un excelente candidato para la manipulación 

genética en cianobacterias. En concreto, Synechocystis sp. PCC 6803, ha servido 

para analizar en qué medida algunos factores afectan a la transformación natural 

de cianobacterias. Entre los factores examinados, se han estudiado con detalle 

algunos como la longitud, la forma (lineal o circular) y la concentración del DNA, el 

tiempo de incubación de la suspensión celular con el DNA, la presencia de 
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sustancias químicas y restos de DNA contaminantes, así como la influencia de 

factores propios de la cepa (Kufryk et al., 2002; Zang et al., 2007). El estudio de la 

transformación natural en esta cianobacteria, también ha permitido conocer las 

proteínas involucradas en el proceso (Nakasugi et al., 2006), y ha supuesto el 

inicio del camino para entender con detalle los aspectos más relevantes de la 

transformación natural en otras cianobacterias. 

 

En Thermosynechococcus elongatus BP-1, tras la secuenciación de su genoma 

(Nakamura et al., 2002), se han identificado algunos genes homólogos a los 

descritos como importantes para la transformación natural en Synechocystis sp. 

PCC 6803, tales como los homólogos a recA, recF, recG, recJ, recQ, pilB, pilM, pilN, 

pilQ, comA, comE y comM (Yoshihara et al., 2001; Okamoto & Ohmori 2002; 

Yoshihara et al., 2002). Además, a nivel experimental, M. Iwai et al y K. Onai et al 

(Iwai et al., 2004; Onai et al., 2004) demostraron que las células silvestres de T. 

elongatus BP-1 experimentaban transformación natural, aunque su eficiencia era 

menor que en Synechocystis sp. PCC 6803 (Iwai et al., 2004). Además, 

comprobaron que al igual que ocurre en otras cianobacterias (Stevens & Porter, 

1980; Grigorieva & Shestakov, 1982), la eficiencia de la transformación era mayor 

cuando las células se encontraban en fase exponencial de crecimiento que cuando 

estaban en fase estacionaria. 

S. elongatus PCC7942 es otra cianobacteria ampliamente utilizada como modelo de 

estudio en el campo de la biología molecular, y es la empleada en este trabajo 
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debido a la necesidad de realizar trabajos de modificación genética, por tratarse de 

una estirpe capaz de incorporar DNA exógeno (Grigorieva & Shestakov, 1982) cuyo 

genoma se encuentra completamente secuenciado (Figura 3) (Vijayan et al., 

2011, Kaneko et al., 1996).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Genoma S. elongatus PCC 7942. Mapa genoma secuenciado de S. 

elongatus según Golden, 2007 .  
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II.III  Importancia biotecnológica de las cianobacterias. 

Las cianobacterias tienen muchas aplicaciones industriales y biotecnologías las 

cuales impactan favorablemente a la economía y medio ambiente, asi mismo 

existen algunos riesgos sanitarios aunados al crecimiento descontrolado de algunas 

especies productoras de toxinas o metabolitos indeseables. Algunos de estos se 

presentan en la Figura 4 y se describen a continuación.  

 

Figura 4. Aplicaciones e impacto de las cianobacterias. 1) Fijación biológica de 

nitrógeno. 2) Farmacología. 3) Alimentación humana. 4) Biocombustibles. 5) Bioplásticos y 

Biorremediación. 6) Blooms. 7) Toxinas.  
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II.III.I  Fijación biológica de Nitrógeno.  

La vida en la Tierra tal como la conocemos no sería posible si algunos de los 

procariotas no hubieran conservado la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico. El 

nitrógeno, aunque es un elemento abundante en la corteza terrestre, es muy poco 

biodisponible, y la mayoría del nitrógeno combinado que circula en los ciclos de 

materia, procede de fijación biológica. Esta capacidad que conservan algunas 

cianobacterias, tiene una gran relevancia ecológica y económica. En los océanos, 

se lleva a cabo el 30% de la introducción de nitrógeno global, y la mayor parte 

debido a las cianobacterias. Esta diazotrofía, junto con su fotoautotrofía, hace que 

fitoplancton marino sea responsable aproximadamente el 66% de la producción 

primaria del planeta. Muchas cadenas tróficas tienen su base en la productividad 

primaria de cianobacterias. Sin duda, las cianobacterias son organismos cuyo 

crecimiento tiene unos requerimientos nutricionales muy bajos, con capacidad de 

obtener por si mismas carbono y nitrógeno en presencia de luz. Esta característica 

hace que sean especialmente interesantes en biotecnología, debido al bajo costo 

de la producción de su biomasa. (Alcocer et al., 2008). 

El uso de las cianobacterias como abono verde ha sido tradicionalmente utilizado 

por la humanidad. Como se ha indicado anteriormente, los suelos son de forma 

natural limitantes en el macronutriente nitrógeno, e incluso en la agricultura 

actual, los abonos nitrogenados suponen un alto coste económico y 

medioambiental.  
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Debido a que las cianobacterias combinan los mecanismos de fotosíntesis y 

respiración en la misma celula. Para fijar nitrógeno, algunos géneros tienen células 

especializadas denominadas heterocistos que regulan el proceso de difusión de O2. 

El heterocisto presenta paredes gruesas que impiden el ingreso de O2 y allí se 

produce la fijación. El poder reductor para que se realice la fijación biológica de 

nitrógeno (FBN) se obtiene a partir del material orgánico producido en las células 

vegetativas adyacentes. La glutamina es la forma en que se transporta el 

nitrógeno fijado en los hetero

cistos a las células vegetativas. (Figura 5). 

Figura 5. Mecanismo de figacion biológica de nitrógeno (FBN) en 

cianobacterias filamentosas. A) Mecanismo de FBN. B) Anabaena sp. Fotografía 

representando las estructuras involucradas en la FBN.  

 

Sin embargo no todas las cianobacterias poseen heterocistos. Estas especies 

resuelven el problema de la FBN en forma alternativa. En un grupo de 

cianobacterias filamentosas no heterocísticas y unicelulares se observa la 

separación temporal de la FBN y fotosíntesis. La síntesis de la nitrogenasa se 
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realiza en las primeras horas del período de oscuridad y desaparece durante la 

fase de luz.  

 

II.III.II Metabolitos útiles en farmacología.  

 

Las cianobacterias son fuente de multitud de metabolitos bioactivos de potencial 

interés farmacológico, todavía inexplorados. Producen gran cantidad de 

metabolitos con interés terapéutico, que incluyen antivirales, antitumorales, 

inhibidores de enzimas, protectores de luz ultravioleta entre otros efectos. 

(Skulberg 2005, Gademann & Kobylinska 2009, Jones et al., 2009). Se considera 

que la mayoría de los metabolitos secundarios de las cianobacterias constituyen 

uno de los grupos más prometedores en la búsqueda de nuevos productos 

bioactivos (Belay et al., 2002, Belay et al., 1993. Vazquez et al., 2009). Además de 

los productos naturales, las cianobacterias pueden ser utilizadas para la producción 

de metabolitos de interés, mediante recombinación génica, insertando los genes 

implicados en su síntesis. 

Hay una larga lista de compuestos que se han estudiado desde el punto de vista 

farmacológico, pero solo se han identificado algunas de las rutas biosintéticas, y 

muy pocos genes responsables de la síntesis de estas moléculas (Cingi et al., 

2008; Mao et al., 2005; Remirez et al., 2002. Dartsch, 2008 ). Muchos de estos 

metabolitos son péptidos, alcaloides y policétidos, y su mecanismo de acción es 

muy variado. Estas moléculas han mostrado un potencial farmacológico 
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importante, en especial son muy interesantes como fármacos antipalúdicos y 

antitumorales (Sivonen et al., 2010).  

Entre una gran variedad de alcaloides presentes en muchos géneros de 

cianobacterias, algunos tienen alto potencial antitumoral, así como efectos sobre la 

proliferación de otras células del fitoplancton. Un alcaloide aislado de Nodularia 

harveyana, muestra acción alelopática contra otras especies de cianobacterias 

(Volk, 2008) por lo que podría ser utilizado para controlar la proliferación de 

cianobacterias productoras de toxinas. Otros alcaloides, por ejemplo los aislados 

de Hapalosiphon fontinalis, Fischerella musciola, Tolypothrix tjipanasensis y 

Hapalosiphon weilwitschi, muestran también actividad alguicida, fungicida e 

insecticida (Gademann & Portmann 2008), pudiendo ser utilizados en plagas 

agrícolas. Fischerellina-A, obtenida de Fischerella muscicola UTEX 1829 es un 

potente inhibidor del fotosistema II, y afecta a cianobacterias, algas y plantas, 

pudiendo ser utilizado como herbicida. (Resson et al., 1994; Gademann y 

Portmann 2008). 

Especialmente relevantes son la calothrixina-A y la calothrixina-B, aisladas de 

cepas del género Calothrix capaces de inhibir el crecimiento de una cepa resistente 

a la cloroquina del parásito Plasmodium falciparum que causa la malaria (Rickards 

et al., 1999). Synechococcus PCC 6301 transformado con genes de compuestos 

tóxicos para mosquitos, procedentes de Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaericus 

podrían ser una buena alternativa para destruir larvas de mosquitos que los 

ingieren y poder combatir así enfermedades transmitidas por mosquitos 



 36 

(Sangthongpitag et al., 1997). 

Muchos de estos compuestos son potentes antivirales, y se han ensayado con éxito 

para combatir infecciones por VIH, herpex simplex, citomegalovirus humanos, y 

virus de gripes. (Larsen et al., 1994, Mori et al., 1998)  

Las protecciones que las cianobacterias han desarrollado a lo largo de la evolución 

para evitar daños de la luz ultravioleta pueden ser útiles para ser utilizadas como 

protectores solares (Jones et al., 2009). En la pared externa de las cianobacterias 

se producen pigmentos solubles, estos pigmentos tienen capacidad 

antiinflamatoria y antiproliferativa (Rastogi & Sinha 2009), por lo que tienen un 

alto potencial farmacológico. 

 

II.III.III Nutrición humana. 

 

Las cianobacterias han sido utilizadas para nutrición humana y son fuente de 

suplementos alimenticios debido a que son una buena fuente de vitaminas, por 

ejemplo, 20 g de Spirulina aportan toda la vitamina B12 requerida en un día, así 

como el 70% de B1 (tiamina), el 50% de B2 (riboflavina) y el 12% de B3 (niacina) 

(Watanabe et al., 2002). Spirulina es rica en tocoferol (vitamina E) (Hudson & 

Karis 1974). Uno de los argumentos para el consumo de Spirulina es su contenido 

de ciertos ácidos grasos  como el ácido gamma-linolénico (GLA)  el cual es un 

ácido graso poliinsaturado que se encuentra en muy bajas proporciones en los 

alimentos, y al que se le atribuyen muchas funciones terapéuticas. Se está 
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utilizando actualmente para tratar enfermedades de la piel, vasculares y 

neuronales, como el Parkinson y la esclerosis múltiple. Su ingesta también ayuda a 

mantener bajos los niveles de colesterol; Spirulina se consideran una de las 

fuentes con mayor contenido de linolénico (Cingi et al., 2011).. Aphanizomenon 

flos-aquae contiene también cantidades significativas de este ácido graso (Kushak 

et al., 2000). 

Los pigmentos fotosintéticos que contienen las cianobacterias han sido también 

considerados para su uso en alimentación. Las cianobacterias contienen 

únicamente clorofila a, y además de los carotenoides (antioxidantes muy 

utilizados, presentes en todos los vegetales) que se encuentran en los complejos 

antena de los fotosistemas, contienen unos pigmentos llamados ficoeritrinas y 

ficobilinas, que forman parte también de las antenas, unidos a una serie de 

proteínas especificas. Las ficobiliproteínas confieren el matiz azulado que da 

nombre al grupo, cianobacterias, bacterias azules. Además de las ficobilinas, 

también pueden contener eritrinas, y tener tonalidades rojizas. Estas 

ficobiliproteínas han sido utilizadas en los últimos años comercialmente en usos 

cosméticos, y mayoritariamente como colorante alimentario; colores azules o rojos 

de helados y caramelos, así como sombras de ojos, delineadores o labiales 

incorporan estos pigmentos que se consideran inofensivos y no causan alergias. 

(Bermejo et al., 2002; Kronick et al., 1986; Glazer 1994).  Las ficobilinas tienen un 

altísimo coeficiente de extinción y también se podrían utilizar comercialmente 

como cromóforos para analítica o biosensores (Kronick et al., 1986). 
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Las cianobacterias pueden tener un alto contenido de carbohidratos, dependiendo 

éste de las condiciones de cultivo utilizadas. Las cianobacterias almacenan 

glucógeno, muy parecido al glucógeno animal, además, algunas cepas, como 

Synechococcus sp. MA (FERM P-15099) produce polihidroxibutirato (PHB) en alta 

proporción, que puede ser utilizado para producción de plásticos biodegradables. 

 

 

II.III.IV Biocombustibles a partir de cianobacterias 

 

La biomasa procedente de cianobacterias para la obtención de biocombustibles 

está despertando un interés importante como alternativa para la obtención de 

energía sostenible. Las cianobacterias muestran unos requerimientos nutricionales 

muy rústicos, son transformables genéticamente, tienen una alta tasa de 

duplicación, y algunas cepas pueden presentar características muy interesantes 

para ser transformadas en combustibles. Además, el proceso puede formar parte 

de un programa de biorremediación de aguas eutrofizadas, secuestra CO2 de la 

atmósfera, y no desvía alimentos de consumo humano. En años recientes, utilizar 

cultivos (soya, remolacha, caña de azúcar, maíz, jatrofa, etc.) normalmente 

destinados a consumo humano y/o animal para biocombustibles, ha generado 

problemas a países en desarrollo, provocando escasez y carestía de alimentos 

básicos. Además, la biomasa procedente de cianobacterias, tampoco implica 

deforestación, otro de los problemas de los biocombustibles de origen vegetal. Se 
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ha desarrollado abundante tecnología para la producción de biomasa de 

cianobacterias a gran escala, y se ha optimizado el uso de determinados tipos de 

cianobacterias. Por ejemplo, han seleccionado cepas ricas en lípidos (algunas de 

ellas, entre el 50 y el 70% referido a peso seco) para maximizar la producción de 

los biodiesel, o utilizando cepas recombinantes, se puede optimizar el proceso 

adicionando vías metabólicas fermentativas, que den lugar directamente a etanol 

(Deng & Coleman, 1999). 

Una alternativa biotecnológica muy interesante, es la generación de hidrógeno por 

cianobacterias fijadoras de nitrógeno, o otras cianobacterias con distintos tipos de 

hidrogenasas. Durante la fijación biológica de nitrógeno, el complejo de la 

nitrogenasa tienen también actividad hidrogenasa y se produce H2 como producto 

del proceso (Abedet al., 2009, Ananyev et al., 2008, Lindberg et al., 2000 y 2004, 

Tamagnini et al., 2007, Angermayr et al., 2009). Se han descrito 14 géneros de 

cianobacterias apropiados para producir hidrógeno (Dutta et al., 2005) 

 

 

II.III.V  Biorremediación 

 

La biorremediación es la utilización de organismos vivos para combatir problemas 

medioambientales. Las cianobacterias tienen un alto potencial como organismos 

que pueden contribuir a resolver algunos problemas de contaminación o 

desequilibrios ambientales.  
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También se ha puesto de manifiesto su eficacia en la regeneración de aguas 

residuales o eutrofizadas. Algunas cepas de cianobacterias han mostrado alta 

eficacia para degradar colorantes sintéticos, como rojo de metilo, fucsina básica 

utilizados en industrias textiles o papel impreso. Estos colorantes son muy tóxicos 

para el medioambiente, y carcinogénicos.  

Las cianobacterias son también una interesante alternativa para el tratamiento de 

aguas residuales (Hall et al., 1995). Anabaena sp. PCC 7120 y Nostoc 

ellipsosporum tienen la propiedad de degradar lindano, un plaguicida altamente 

dañino para la salud humana (Kuritz & Wolk, 1995, Bueno et al., 2004).  

Las industrias farmacéuticas producen desechos como residuos de antibióticos que 

no pueden liberarse al medio ambiente. Los ríos contienen una alta concentración 

de fármacos procedentes del alcantarillado, entre ellos antibióticos. 

Afortunadamente, algunas cianobacterias como por ejemplo Phormedium 

valderianum, son capaces de utilizar ciertos antibióticos como fuente de nitrógeno, 

degradándolos al utilizarlos (Prabaharan et al., 1994). 

Las cianobacterias, solas o en combinación con otros organismos, muestran una 

gran capacidad de restauración de suelos degradados o suelos contaminados, 

especialmente en climas extremos, pueden ser tratados con cianobacterias siendo 

este tratamiento de gran  eficacia (Abed et al., 2006). Suelos muy pobres, en 

climas áridos o semiáridos, pueden incrementar su fertilidad mediante los 

exopolisacáridos de las cianobacterias que mejoran la estructura del suelo, y el 

nitrógeno procedente de la fijación biológica (Maqubela et al., 2010). 
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II.III.VI Obtención de bioplásticos 

 

En condiciones de exceso de nutrientes, los microorganismos pueden almacenar 

diversos materiales para reserva futura. Las cianobacterias pueden acumular 

polihidroxialcanoatos (PHAs), que polimerizan y pueden formar gránulos en el 

citosol. Los PHAs (Figura 6) pueden considerarse plásticos con propiedades 

similares a las del polipropileno, y se considera que es un material biodegradable, 

potencial sustituto de plásticos no degradables procedentes de derivados de 

petróleo  (Khanna y Srivastava 2005; Salehizadeh y Van Loosdrecht 2004).  

También se propone su uso como biomaterial en medicina y farmacología. Algunas 

cepas de cianobacterias pertenecientes a los géneros Spirulina y Synechocystis, 

han mostrado acumulación de hasta un 7% de PHAs referido a peso seco (Abed et 

al., 2009). 

Figura 6. Ejemplos de PHAs comúnmente empleados en la industria. 

Tomado de PolyFerm Canada Inc. 2010. 
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II.III.VII Floraciones de cianobacterias (BLOOMS) 

 

Las cianobacterias no solo producen metabolitos benéficos, algunas ocasiones 

también pueden producir efectos negativos en el medio ambiente, o metabolitos 

tóxicos para su hábitad e incluso para los humanos. Por esta razón es importante 

un sistema que permita controlar estos sucesos naturales que causan estragos 

ambientales y económicos.  

 

Una de las formas más frecuentes de contaminación de los ecosistemas acuáticos 

es a través de su enriquecimiento excesivo de nutrientes, conocido como 

eutrofización (eutrofo en griego: bien nutrido). Este fenómeno natural es un 

proceso lento, que puede durar hasta cientos de años y forma parte de 

transformación general del lago en pantano y finalmente en prado.  A partir de la 

Revolución Industrial y la Revolución Verde, con el modelo de grandes 

urbanizaciones y grandes áreas de agricultura intensiva, se ha incrementado 

notablemente el aporte de nutrientes que provienen de aguas residuales no 

tratadas, de fertilizantes inorgánicos industriales o extractivos, abonos orgánicos y 

de desechos de industriales.  

La eutrofización está íntimamente asociada con la proliferación de la población 

vegetal microscópica marina (fitoplancton), llamada ―Bloom‖ o floración, que pasa 

a dominar un cuerpo de agua. Un fenómeno de este tipo se considera 

problemático a partir de una concentración de 20000 células/mL que equivale 
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aproximadamente a 10 ug/L de clorofila a.(Havens, 2008). 

Los blooms causan graves impactos en un ecosistema. La proliferación de las 

cianobacterias en la comunidad de fitoplancton bloquea o disminuye la luz en las 

capas más profundas. Por esta razón, toda la flora presente en los estratos 

inferiores no recibe luz y muere. Durante la proliferación masiva de cianobacterias, 

el oxígeno disuelto (DO) en el agua disminuye, y durante la noche frecuentemente 

hay carencia de DO. Esto es debido a que, las células muertas son descompuestas, 

y esto requiere el consumo de mucho oxígeno (Diersing, 2009). 

Este ambiente anóxico afecta negativamente a los organismos de diferentes 

niveles tróficos de la cadena alimentaria y además, el agua pasa a tener tanto un 

sabor como un olor desagradables. 

Estos ―blooms‖ o floraciones, que en medios marinos pueden constituir las 

llamadas mareas rojas, con dinoflagelados, muy frecuentemente pueden estar 

dominados por cianobacterias, ya que tienen una tasa de duplicación muy alta. En 

aguas continentales pueden formar grandes masas, que pueden dar lugar 

problemas diversos. Algunos de estos ―blooms‖ de cianobacterias, pueden ser 

tóxicos, y los problemas ya no son solo medioambientales, sino también sanitarios. 
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II.III.VIII Toxinas 

 

Algunos de los metabolitos secundarios que producen algunas cianobacterias están 

en dosis que resultan tóxicas para humanos y animales. Por esta razón, desde el 

punto de vista antropocéntrico, se habla de cianotoxinas. No obstante, no hay que 

olvidar que estas mismas cianotoxinas pueden tener su acción terapéutica 

asociada, y que otros principios activos que hemos citado anteriormente, ingeridos 

indiscriminadamente y en dosis altas, pueden ser tóxicos también. Algunas 

cianotoxinas se han ensayado con éxito como fármacos, fundamentalmente 

antitumorales (Belay 1993; Chamorro et al., 1996; Chamorro et al., 2002). . 

 

II.IV        Sistemas de cultivo de cianobacterias.  

 

Los cultivos de cianobacterias son típicamente fotoautotróficos; sin embargo se 

presentan alternativas de cultivos en condiciones mixotróficas donde la asimilación 

oxidativa de los compuestos orgánicos y de CO2 a través de las reacciones 

fotosintéticas ocurren simultáneamente (Lee & Erickson, 1987). De ahí que los 

factores en los que debemos de poner atención al cultivar cianobacterias son: 

suministro de luz, transferencia de masa de gases hacia el medio (CO2) y desde el 

medio (O2), suministro de nutrientes y remoción de metabolitos secundarios (Lee, 

1999) así como control de temperatura, presión y pH. 
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Existen diferentes formas de cultivar cianobacterias, las más utilizadas son: 

II.IV.I  Sistemas Cerrados 

Un sistema alternativo para el crecimiento de algas es mediante invernaderos, y 

estanques. Aunque se reduce el área de cultivo se solucionan muchos problemas 

que poseen los sistemas abiertos: menor probabilidad de contaminación por 

especies no deseadas, pueden cultivarse un mayor número de especies, el periodo 

de cultivo es mayor ya que hay control de la temperatura y puede incrementarse la 

cantidad de CO2 en el ambiente, con lo que también aumentaría la tasa de 

crecimiento. (Fernández et al., 2001; Molina-Grima et al., 1999; E. Molina et al., 

2001). 

Los estanques poseen sistemas que permiten a las cianobacterias mantenerse en 

movimiento en el medio, de forma que todas reciban la misma cantidad de luz y 

nutrientes. Por otro lado se renueva continuamente la cantidad de CO2 y nutrientes 

del medio. (Chun-Yen et al., 2011) 

Otro tipo de sistemas cerrados de cultivos son los fotobiorreactores, los cuales son 

sistemas flexibles que pueden ser optimizados de acuerdo con las características 

biológicas y fisiológicas de las cianobacterias cultivadas, permitiendo cultivar 

algunas que no pueden crecer en campos abiertos. Dependiendo de su forma o 

diseño este tipo de reactores ofrecen mejor control sobre las condiciones del 

cultivo y los parámetros de crecimiento (pH, temperatura, mezclado, CO2 y O2), 

previenen la evaporación, reducen las pérdidas de CO2, permiten obtener una alta 
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densidad de células, y una mayor productividad volumétrica (Chun-Yen et al., 

2011; Muñoz et al., 2009; Jorquera et al., 2009; Posten et al., 2007; Pruvos et al., 

2008; Ugwu & Uchiyama, 2008; Li-Hai et al., 2008). 

Se han diseñado fotobiorreactores de diferentes formas que pueden agruparse en 

tres tipos básicos: tubulares, de superficie plana y tipo tanque agitado. Los 

tubulares y de superficie plana son las opciones más utilizadas considerando que 

utilizan luz solar.  

II.IV.I.I Fotobioreactores tubulares 

Son los fotobiorreactores más fáciles de escalar incrementando la longitud, el 

número de tubos y uniendo múltiples unidades por medio de colectores 

(Borowitzka, 1997). Tienen mayor eficiencia de utlización de luz que los 

fotobiorreactores de placa plana por la gran superficie reactiva por unidad de 

espacio ocupado (Tredici & Zittelli, 1998). Dentro de los fotobiorreactores 

tubulares hay diferentes configuraciones: 

 Tubulares verticales 

 Tubulares Horizontales 

 Tubulares Helicoidales 

II.IV.I.II Reactores con forma  

Estan hecho de tubos de PVC y usan bombas airlift para lograr una trayectoria 

ascendente/descendente con una gran inyección de CO2 a lo largo de su 
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trayectoria (Lee et al., 1995) 

 

II.IV.I.III Fotobioreactores de superficie plana 

Están diseñados para hacer un uso eficiente de la luz solar, sus paneles están 

construidos de tal manera que la relación de área volumen sea grande. Este tipo 

de fotobiorreactores pueden ser organizados de tal forma que estén orientados 

hacia el sol, lo cual permite mejor eficiencia en términos de energía absorbida 

(Carvahlo et al., 2006, Sierra et al., 2008). 

 

II.IV.I.IV Fotobioreactores tipo fermentador de tanque 

agitado 

Para poder utilizar este tipo de reactores en el crecimiento de cianobacterias debe 

adaptarse un sistema de iluminación interna que permita una distribución 

homogénea de luz. Pueden ser operados en cultivos por lote, continuos o 

semicontinuos. Pueden mantenerse cultivos axénicos por grandes periodos de 

tiempo debido a que los parámetros de producción pueden ser controlados 

completamente. 

En la Figura 7 se muestran ejemplos de los fotobiorreactores frecuentemente 

empleados en el cultivo de cianobacterias. 
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Figura 7. Representación esquemática de diferentes tipos de 

fotobiorreactores. A) Reactor airlift y columna de burbujeo, B) Reactores tubulares 

helicoidales, C) Reactores con forma , D) Reactores tubulares horizontales, E) Reactores de 

supeficie plana, F) Reactor tipo fermentador de tanque agitado. (según Sepúlveda-Gálvez, 2011). 

Los fotobiorreactores son las opciones más ampliamente utilizadas en el cultivo de 

cianobacterias destinadas a consumo humano, farmacología y cosmetología, 
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debido a la necesidad de asepsia demandada por estos sectores económicos, 

puesto que permiten el mantenimiento de monocultivos, desafortunadamente este 

tipo de cultivo es de costo muy elevado. Ante esto, se han desarrollado sistemas 

de cultivo abierto que permiten disminuir los costos de dicho proceso. 

 

 

II.IV.II  Sistemas abiertos. 

 

Los ―sistemas abiertos‖ son normalmente menos costosos en lo que se refiere a su 

construcción y operación, más duraderos que los reactores cerrados y con una 

capacidad de producción más amplia cuando se compara con sistemas cerrados 

(Jorqueta et al., 2009; Borowitzka et al., 1999). Sin embargo, los tanques utilizan 

más energía para homogenizar los nutrientes (Mata et al., 2010; Papageorgiou et 

al., 2007). Generalmente estos tanques son más susceptibles a las condiciones 

ambientales, no permite el control de la temperatura del agua, evaporación e 

iluminación (Kulczyki et al., 1981; Ai et al., 2008). Este tipo de sistema produce 

una gran cantidad de biomasa, pero ocupa grandes áreas y por lo tanto es más 

susceptible a contaminación de otras cianobacterias, hongos, microalgas o 

bacterias. 

La ventaja que tienen los sistemas abiertos es que son muy baratos y fáciles de 

construir ya que básicamente lo que se hace es construir estanques (Fernandez et 

al., 2003; Masojídek et al., 2008; Goldman 1982; Converti et al., 2009). Pero la 
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principal limitante en su uso es la susceptibilidad a la contaminación. En la Figura 

8 se muestran algunos ejemplos de sistemas de cultivo abierto.  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Sistemas de cultivo abierto. A) Sistema en tanques agitados con aire. B) 

Tanques abiertos sin agitación. C) Canales de cultivos agitados periódicamente. D) Laguna artificial. 

 

 

 

 

  
  

    

A B 

C D 
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II.V Fósforo macronutriente esencial para la vida.  

 

El fósforo (P), es un nutriente esencial requerido por todos los organismos. El P en 

forma elemental no se presenta en la naturaleza, debido a su reactividad se 

combina rápidamente con otros elementos como el oxigeno y el hidrogeno. 

Cuando el P se oxida completamente se une a cuatro moléculas de oxigeno, 

formando la molécula conocida como fosfato; Sin embargo, cuando no se oxida 

completamente un átomo de hidrogeno ocupa el lugar de una molécula de 

oxigeno, dando lugar a la formación del ácido fosforoso ó fosfito el cual se puede 

encontrar asociado a un ion (+2) como lo son el sodio y potasio. (Figura 9). 

  

 

 

 

 

 

Figura 9. Ejemplos de P en estados reducido y oxidado. En el recuadro naranja 

se puede apreciar el ácido fosforoso (fosfito) el cual representa la forma reducida de P. En el 

recuadro verde se muestra el ácido fosfórico (fosfato) el cual representa la forma oxidada de P. 

El P es generalmente un macronutriente limitante en el crecimiento de 
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cianobacterias debido a las bajas concentraciones en el ambiente acuático 

(Schindler, 1977; Hudson et al., 2000). Este nutriente es indispensable debido a 

que forma parte de la membrana celular, ADN, ATP y demás componentes 

necesarios para la vida. 

La forma metabolizable de fósforo (P) es su estado oxidado, recientemente se ha 

probado la existencia de formas reducidas de fosfatos en diferentes hábitats, 

mayormente en los que existe actividad agrícola e industrial. (Morton et al., 2005).  

Debido a la similitud entre estos dos compuestos (Figura 9) el Phi ha generado un 

gran interés en estudios fisiológicos y moleculares. (McDonald et al., 2001). Las 

diferencias estructurales existentes entre estos dos compuestos son, el Pi presenta 

una estructura tetraédrica con cuatro átomos de oxigeno y presenta gran 

electronegatividad, lo que lo hace altamente reactivo con los cationes presentes en 

el suelo. (Tiessen, 2008; McDonald et al,. 2001) mientras que el Phi es menos 

electronegativo debido a que presenta únicamente tres átomos de oxigeno, el 

cuarto oxígeno es sustituido por un átomo de hidrogeno, razón por la cual es mas 

estable en el suelo. (McDonald et al,. 2001). 
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II.VI El fosfito no puede ser utilizado como fuente de fósforo. 

 

A pesar de estar demostrado que en plantas el Phi es rápidamente absorbido y 

movilizado mediante el mismo sistema que el Pi, la mayoría de los 

microorganismos no poseen la capacidad de metabolizar este compuesto. Estudios 

realizados en mostaza (Brassica Nigra), nabo (Brassica rapa), cebolla (Allium 

cepa), maíz  (Zea mays L.), Arabidopsis thaliana, lechuga, apio (Apium graveolens) 

y la macro alga Ulva lactuca han demostrado que el Phi no representa una forma 

disponible de P para las plantas, por esta razón no puede ser considerado como 

fertilizante fosfatado. (McIntire et al., 1950; Sukarno et al., 1993; Carswell et al., 

1996, Foster et al., 1998; Ticconi et al., 2000; Varadarajan et al., 2002; Schroetter 

et al., 2006; Thao et al., 20081, 2008, 2009; Lee et al., 2005).   

 

 

 

II.VII  Uso de fosfito en la agricultura. 

 

El principal uso de Phi en la agricultura es como agente control de enfermedades, 

puesto que el Phi tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de agentes 

infecciosos en plantas principalmente de Oomicetos entre los cuales destacan: 

Phytophthora spp, Pythium spp y algunos  hongos  (Oka et al., 2007; Thao, 2009; 

Föster, 1998; Carswell et al., 1996); que son los principales responsables de las 
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enfermedades en plantas. También el Phi tiene la capacidad de inhibir el 

crecimiento de malezas, bacterias, y nematodos indeseables en los cultivos 

agrícolas. (Oka et al., 2007). 

  

Así mismo, a pesar de la imposibilidad de utilizar el Phi como fertilizante fosfatado 

puesto que no favorece el crecimiento de las plantas, algunos estudios sugieren 

que el Phi desencadena respuestas bioquímicas frente a condiciones de estrés 

biótico y abiótico (Guest & Grant, 1991; McDonald et al., 2001; Orbovic et al., 

2008; William-ÁLvila et al., 2011; Moor et al., 2009). En cultivos de fresa el Phi ha 

mostrado efectos como incremento de ácido ascórbico, y la presencia de 

antocianinas, esto como respuesta al tratamiento previo a la siembra.  

 

 

 

II.VIII  Metabolismo de fosfito. 

 

Existen algunos organismos que poseen la capacidad de metabolizar fuentes 

reducidas de fósforo como el Phi, algunos ejemplos son Desulfotignum 

phosphitoxidans la cual utiliza el Phi como fuente de energía (Schick and Friedrich, 

2000), Bacillus caldolyticus (Heinen & Lawrence, 1974) y Pseudomonas fluorescens 

(Malacinski & Konetzka, 1967). 
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Se ha descrito ya la existencia de algunas bacterias con la capacidad de realizar la 

oxidación de Phi a Pi, como lo son: algunas cepas de Escherichia coli, Klebsiella 

aerogenes, Pseudomonas stutzeri, Alcaligenes faecalis y  Xanthobacter flavus. 

(Figura 10) (White & Metcalf, 2007). 

 

 

Figura 10. Operón para la oxidación de hipofosfito (HPhi) o fosfito (Phi) 

en especies bacterianas. Según White & Melcalf (2007). Los operones de P. stutzeri y E. 

coli también permiten crecimiento en fosfonatos.  
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II.IX  Metabolismo de fosfito en P. stutzeri. 

 

Son pocos los microorganismos que poseen la capacidad de realizar la conversión 

de HPhi a Pi, pese a esto, se encuentra descrito los requerimientos básicos para 

llevar a cabo este proceso (Figura 11).  

Figura 11. Ruta bioquímica para la oxidación de hipofosfito a fosfato en 

P. sutzeri VM88. Según White & Metcalf (2007). 

 

En P. stutzeri el HPhi y el Phi son utilizados como fuente de P; y para realizar la 

conversión de HPhi a Pi se requieren dos enzimas. (White & Metcalf, 2007). En 

primer lugar la oxidación del HPhi se encuentra bajo el dominio del operón htx el 

cual esta compuesto por dieciséis genes. HTXABCDEFGHIJLMNOP, de los cuales el 

HTXA, codifica para la enzima HPhi dioxigenasa, la cual es estrictamente necesaria 

para la oxidación de HPhi a Phi, este proceso también es dependiente de 2-
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oxoglutarato, fierro y oxigeno. (White & Metcalf, 2007) 

La segunda fase para la conversión a Pi, es la oxidación de Phi a Pi, el operón 

relacionado a este proceso es el ptx, el cual esta compuesto de cinco genes 

PTXDABCDE; de los cuales el gen PTXD es el codificante a la enzima fosfito 

oxidoreductasa (PTXD) la cual cataliza la oxidación de Phi a Pi, mediante la 

reducción de NAD a NADH.   

El mecanismo de oxidación de Phi no esta ampliamente estudiado, se conoce la 

enzima PTXD de P. stutzeri VM88, la cual es eficiente y posee alta afinidad hacia 

su sustrato (Phi) y su cofactor (NAD), (Garcia-Costas et al,. 2001).  

Se ha demostrado que la enzima ptxD no posee afinidad con sustratos de otras 

enzimas homólogas a ésta como lo son a glicerato y lactato, así como con otros 

sustratos estructuralmente similares al Phi, como el HPhi, el arsenito, sulfito, y 

nitrito. (Garcia-Costas et al,. 2001). La enzima PTXD es incapaz de realizar la 

reducción de Pi a Phi. (White & Metcalf, 2007). 

II.X  Sensibilidad de S. elongatus a fosfito. 

Existen algunas cianobacterias que poseen dentro de su genoma genes 

codificantes a enzimas catalizadoras de reacciones que permiten la oxidación de 

Phi y el metabolismo de fosfonatos. (Figura 12). 
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Figura 12. Genes invlucratos en la utilización de fosfito y fosfonatos. A) 

Cianobacterias que posseen genes del operon ptx. B) Bacterias que poseen la capacidad de oxidar 

fosfito, operon ptx y htx. (Martínez et al,. 2012). 

 

Martinez et al (2012) han reportado que la existencia del operón ptx en 

Prochlorococcus MIT9303 no le confiere a dicha cianobacteria la capacidad de 

realizar la oxidación de Phi a Pi, a pesar de contar con la el gen PTXD codificante 

para la enzima fosfito oxidoreductasa. (Martinez et al,. 2012). 
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Synechococcus sp. posee dentro de su genoma, un gen denominado PhnD el cual 

no tiene función conocida asignada, posee gran similitud con los genes 

encontrados en el operon ptx, principalmente al gen ptxB; dicho gen (PhnD) 

presenta se propone como una proteína vinculada a fosfonatos. (Figura 13). 

(Martinez et al,. 2012) 

 

Figura 13. Árbol filogenético para ptxB. En amarillo proteínas relacionadas a la 

enzima ptxD. En verde supuestas proteínas relacionadas a fosfonatos. (según Martinez et 

al., 2012) 

Synechococcus elongatus PCC 7942 no presenta en su genoma genes 

correspondientes al operon ptx, por lo cual no posee la enzima PTXD (Martinez et 

al., 2012). Esta cepa no tiene la capacidad de utilizar Phi como fuente de P. 

(Zhang et al,. 2011). Esto aunado a las características antes mencionadas como, la 

capacidad de incorporar DNA exógeno a su genoma, la disponibilidad de su 

genoma totalmente secuenciado, existencia de kits comerciales que permiten su 
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manipulación genética, entre otras, han permitido el uso de esta cepa para la 

realización de este trabajo.  
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III. HIPOTESIS  

 

 

 

El gen codificante para la enzima fosfito oxidoreductasa PTXD podría conferir a S. 

elongatus PCC7942 la capacidad de utilizar Phi como única fuente de P. Debido a 

que las cianobacterias y otros microorganismos indeseados no pueden metabolizar 

Phi de manera natural, el uso del sistema PtxD-Phi en  S. elongatus podría ser un 

sistema eficiente de fertilización y control de pureza.  
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IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Generar cianobacterias (S. elongatus PCC7042) capaces crecer en un medio con 

Phi como única fuente de fósforo. 

 

Objetivos específicos 

 

 Determinar el efecto producido por Phi en células silvestres de S. elongatus 

PCC7942. 

 

 Generar células transgénicas de S. elongatus que presenten  de la enzima 

fosfito oxidoreductasa (PTXD) de P. stutzeri VM88. 

 

 Evaluar la capacidad de las células de S. elungatus :: PTXD para utilizar Phi 

como única fuente de fósforo. 

 

 Generar una construcción con un promotor (PnirA) que permita la expresión 

de el gen PTXD en S. elongatus PCC7942. 

 

 Evaluar la capacidad de las células transgénicas de S. elongatus :: PnirA :: 

PTXD para utilizar Phi como fuente de fósforo.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

V.I Ubicación del lugar de trabajo. 

 

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Fisiología e Ingeniería Metabólica de 

Plantas en el Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad  (LANGEBIO) 

del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico 

Nacional (CINVESTAV). Este proyecto forma parte de una colaboración establecida 

entre el mencionado laboratorio, bajo el liderazgo del Dr. Luis Herrera Estrella, y la 

empresa StelaGenomics México S de RL de CV.  

 

V.II Microorganismos utilizados y condiciones de crecimiento. 

 

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron dos microorganismos: Synechococcus 

elongatus PCC7942 y E. coli DH5 

S. elongatus fue utilizado como modelo de estudio, para la expresión del gen 

codificante para la enzima PTXD proveniente de P. stuzeri WM88. Mientras que E. 

coli fue utilizada como una herramienta habitual para la transformación y 

obtención de los plásmidos utilizados en este trabajo   (Hanahan, 1983). 
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V.II.I Cianobacteria 

 

La cianobacteria S. elongatus PCC7942 fue cultivada bajo condiciones 

fotoautotróficas en medio BG-11 (ver Tabla 1) líquido o sólido, según lo requerido 

(Rippka et al., 1979).  Para los medios sólidos se utilizó BactoAgar (DIFCO). El 

medio de cultivo BG-11 consiste en una mezcla de nutrientes requeridos por S. 

elongatus para presentar un crecimiento óptimo, tales como: nitrógeno (como  

NaNO3), carbono CO2 y (C6H8O7), magnesio (MgSO4), calcio (en forma de CaCl2),  y 

dos compuestos como fuentes de fósforo: fosfato, como fosfato de potasio 

(K2HPO4) y fosfito, como fosfito de potasio (KH2PO32H2O) o fosfito de sodio 

(Na2HPO35H2O). Además de una solución de metales que contiene elementos 

traza como lo son: boro (en forma H3BO3),  manganeso (MnCl2), zinc (como ZnSO4), 

molibdato (Na2MoO4), cobre como CuSO4, cobalto (Co(NO3)2.) (Tabla 2). 

Una vez preparados, los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C durante 

20 minutos. 
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Tabla 1. Composición del medio de cultivo BG-11 para S. elongatus. 

 

 

Componente 

 

 

Concentración Final 

NaNO3 

 

17.6 mM 

K2HPO4 

 

0.22 mM 

MgSO4·7H2O 

 

0.3 mM 

CaCl2·2H2O 

 

0.2 mM 

Acido Citrico·H2O 

 

0.03 mM 

Citrato Férrico de Amonio 0.02 mM 

Na2EDTA·2H2O 0.002 mM 

 

Na2CO3 

 

0.18 mM 

Solución de metales Agregar 1ml por cada litro de medio. 
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Tabla 2. Elementos traza de la solución de 
metales para el medio BG-11. 

 

Componente Cantidad 

 

H3BO3  

 

 

2.86 g/L 

MnCl2·4H2O 

 

1.81 g/L 

ZnSO4·7H2O  

 

0.22 g/L 

Na2MoO4·2H2O 

 

0.39 g/L 

CuSO4·5H2O 

 

0.079 g/L 

Co(NO3)2·6H2O 

 

49.4 mg/L 

 

El cultivo de este microorganismo se realizó bajo iluminación continua proveniente 

de lámparas fluorescentes de luz blanca (100 μEinsteins m-2 s-1,) en matraces 

Erlenmeyer de 50 ml incubados a 34ºC con agitación orbital constante a 150 rpm. 

Para el crecimiento de cepas resistentes a antibióticos, los medios de cultivo fueron 

suplementados con el antibiótico requerido (Espectinomicina 10 μg mL-1). El 

antibiótico, previamente esterilizado por filtración, fue añadido al medio ya estéril a 

una temperatura manejable.  
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V.II.II Bacteria 

 

Para el crecimiento de E. coli se utilizó el medio de cultivo Luria-Bertani (LB) 

líquido o sólido según lo requerido (Sambrook et al., 1989), cuya composición se 

describe en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Composición del medio LB para cultivo de células de E. coli. 

Componente Cantidad 

NaCl 10 g L-1 

Triptona 10 g L-1 

Extracto de levadura 5 g L-1 

 

El medio sólido fue preparado añadiendo bactoagar (10 g.L-1) y la esterilización se 

llevó a cabo como se describió previamente. 

De acuerdo con el propósito de los cultivos, se añadieron al medio LB los 

antibióticos estériles Ampicilina ( μg mL-1) ó Espectinomicina (100 μg mL-1). 

Los cultivos en medio líquido se realizaron en tubos Falcon de 15 mL (agitación 

orbital continua a 200 rpm), mientras que para los cultivos sólidos se utilizaron 

cajas Petri (marca SyM LA). Ambos cultivos fueron incubados a 37 °C durante 16 o 

24  h, según se requiriera,  antes de su uso o recolección.  
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V.III Recolección de células. 

 

Las células, tanto de S. elongatus  como de E. coli, se colectaron por 

centrifugación en microcentrífuga eppendorf modelo 545R a 13000rpm, por 10 y 3 

minutos respectivamente. 

 

En este trabajo se han empleado algunas técnicas básicas de biología molecular 

cuyos protocolos se encuentran detallados en manuales de laboratorio y en 

artículos científicos (Sambrook et al., 1989; Clerico et al., 2007, etc.), además se 

siguieron las instrucciones de las casas comerciales suministradoras de kits 

específicos. A continuación se detallan los procedimientos y métodos empleados. 

 

V.IV Generación de las construcciones empleadas para transformar S. 

elongatus PCC7942. 

 

S. elongatus es un modelo de estudio que permite la expresión de genes 

heterólogos mediante la introducción natural de estos a su genoma, esto mediante 

recombinación homóloga en sitios específicos (Clerico et al,. 2007), esta propiedad 

ha sido utilizada por la empresa INVITROGEN, quienes han desarrollado un kit 

basado en la tecnología TOPO, el cual tiene por nombre ―The GeneArt 

Synechococcus TOPO Engineering kits‖. El cual es empleado en este trabajo. 
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V.IV.I  Diseño del plásmido pSyn_1/D-TOPO-PNi:ptxD  

 

Para expresar el gen ptxD, se utilizó el plásmido recomendado por el kit para la 

transformación de S. elongatus; este plásmido incluye en su diseño un promotor 

inducible por Niquiel (PNi). El gen ptxD fue introducido al plásmido mediante una 

clonación mediada por la complementariedad existente entre el inserto y el 

plásmido destino. (Ver figura 15 y 16).  Para la obtención de esta construcción 

es necesario seguir los pasos detallados a continuación.  

 

 

V.IV.II Amplificación del gen PTXD de Pseudomonas stutzeri 

WM88. 

 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles, Polymerase 

Chain reaction) es una técnica de biología molecular que permite la obtención de 

un gran numero de copias de un fragmento determinado de ADN, mediante la 

propiedad de las enzimas polimerasas para replicar el ADN. Esta producción de 

ADN es guiada por oligonucleótidos específicos que indican a la enzima polimerasa 

la región a amplificar. El gen PTXD fue amplificado mediante esta técnica (PCR) 

utilizando la enzima Phusion (Biolabs) bajo las condiciones mostradas en la Figura 

14.  
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Figura 14. Diagrama de tiempos y temperaturas para la amplificación del gen 

PTXD. 

 

Para la amplificación de este gen se utilizaron los siguientes oligonucleótidos:  

PTXDFW 

CACCTGCCATATGATGCTGCCGAAACTCGTTATAACTCACCGA                           

PTXDReV  

AAAAGGAAAATCTAGATTAACATGCGGCAGGCTCGGC 

 

V.IV.III  Electroforesis. 

 

La electroforesis es una técnica analítica la cual  es utilizada para la separación de 

moléculas en un campo eléctrico basado en las cargas eléctricas, y a la masa (peso 
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molecular) que estas poseen. En este trabajo la separación de los fragmentos de 

DNA por electroforesis en gel de agarosa permitió tanto la identificación de genes, 

asi como su aislamiento para posteriores estudios.  

Se emplearon geles de agarosa al 1% (p/v) en buffer Tris-acetato-EDTA (TAE 1X) 

ver composición en Anexo 1. Los geles de 100 ml de volumen contenían 1 μl de 

bromuro de etidio (BrEt) para la posterior visualización del DNA mediante 

iluminación con luz ultravioleta. El DNA se suplementó con buffer de carga que 

contenía colorante Orange G y glicerol (ver composición en Anexo 2). En todos los 

geles se incluyeron 2 μl  de marcador de DNA Ladder 1kbplus marca Invitrogen 

(concentración de 100 ng/μL) este marcador nos da referencia de fragmentos de 

100-12,000 pb. Las electroforesis se llevaron a cabo en una cámara horizontal en 

buffer TAE 1X. Los voltajes aplicados variaron entre 60-80 V durante 40 min-1.5 h.  

Para la visualización de las bandas de DNA se empleó luz ultravioleta en un 

analizador de imágenes fotodocumentador marca BIORAD. 

 

 

V.IV.IV Purificación del producto de PCR del gen PTXD 

 

Una vez que identificado el fragmento deseado mediante electroforesis en geles de 

agarosa, el siguiente paso fue aislar este fragmento para poder utilizarlo en la 

clonación en el plásmido destino (pSyn_1/D-TOPO). Para este procedimiento se 
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necesita DNA del gen PTXD de buena calidad, por lo que es necesario realizar una 

purificación de DNA proveniente de gel de agarosa, para esto se utilizo el kit 

Zymoclean Gel DNA Recovery kit  (Zymo research, USA), bajo el siguiente 

protocolo: 

 

 Cortar la banda correspondiente al gen PXDT (1000 pb), y transferirla a un 

tubo de 1.5ml. 

 Adicionar 3 volúmenes de buffer ADB a un volumen de agarosa. 

 Incubar a 55ºC durante 5-10 minutos, hasta que el gel este completamente 

disuelto. 

 Transferir la solución de agarosa disuelta a una columna ―Zymo-spin‖ dentro 

de un tubo recolector. 

 Centrifugar a 10,000 rpm durante 1 minuto.  

 Descartar el sobrenadante. 

 Adicionar 200μL de ―Wash Buffer‖ a la columna ―Zymo-sipin‖. 

 Centrifugar a 10,000 rpm por 30 segundos. 

 Descartar el sobrenadante. Y repetir el procedimiento de lavado con ―Wash 

Buffer‖. 

 Adicionar cantidad deseada de agua para eluir el DNA. 
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V.IV.V  Cuantificación de DNA. 

La concentración de DNA se midió espectrofotométricamente en un equipo 

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer registrando la absorbancia de la muestra a 

260 y 280 nm. La pureza de la muestra se calculó determinando la relación 

existente entre los valores de absorbancia a 260 nm y 280 nm. 

 

V.IV.VI Clonación del gen PTXD en el plásmido pSyn_1/D-

TOPO. 

Se realizó la ligación del gen ptxD con el vector pSyn_1/D-TOPO  (INVITROGEN) 

siguiendo las instrucciones del fabricante, esto permite la clonación direccional 

debido a la complementariedad existente, entre el gen (ptxD) y el plasmido 

(pSyn_1/D-TOPO) lo que permite la estabilización del fragmento de PCR en el 

vector destino (Figura 15). Para este proceso se requiere la reacción siguiente: 

 

Producto de PCR purificado (0.5μL-4μL)   4μL 

Solución salina (1:4)     1μL 

Agua           - 

Vector pSyn_1/D-TOPO     1μL 

        6μL 
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Esta ligación se incubó por 5 min a temperatura ambiente (22º- 23ºC) 

 

Pasado este tiempo el producto de la ligación se dializó utilizando un filtro de 

membrana millipore de 0.25μm durante 20 minutos y se procede a la 

transformación, o se almacena a -20ºC hasta su utilización. 

 

En la Figura 15 se puede apreciar el mapa del vector pSyn_1/D-TOPO. Este 

plásmido se basa en la tecnología TOPO que consiste en el uso de la enzima 

topoisomerasa I, con sitio especifico en 5´CCCTT después de este sitio las hebras 

del DNA son separadas dejando expuesto el sitio GTGG complementario al gen de 

interés debido a que el oligonucleótido PTXDFW diseñado para la amplificación del 

gen PTXD se incluyó la adición de las 4 bases CACC recomendado por la casa 

comercial INVITROGEN (mostradas en negritas en los oligonucleótidos anteriores), 

que permite la inserción del producto de PCR en el vector destino. Como se 

muestra en la Figura 16. El fragmento puede ser ligado en orientación correcta 

con una eficiencia igual o superior al 90%.  
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Figura 15. Mapa del vector pSyn_1/D-TOPO utilizado para transformar S. 

elongatus. NS1b es el neutral site 1b (166-967). pUC origen (1025-1640). NS1a es neutral site 

1 a (1712-2510). PSp es el promotor de espectinomicina (2517-2650).  Sp es el gen de la 

resistencia a espectinomicina (2651-3661). PNi promotor de Níquel (3666-3766). RBS es la unión a 

ribosoma (3780-3786). GTGG sitio de unión de gen de la PTXD (3792-3796). rrnB región de 

terminación de la transcripción (28-185).modificado de GeneArt Synechococcus Engineering kit 

Invitrogen.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Tecnología TOPO. Mecanismo de la enzima topoisomerasa I modificado de 

GeneArt Synechococcus Engineering kit Invitrogen. 

 

V.IV.VII Transformación de células electrocompetentes de E. 

coli (DH5-  

 

La transformación genética es un proceso por el cual células incorporan 

información genética exógena que se encuentra presente en el medio. Este 
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proceso requiere que la bacteria tenga ciertas condiciones, denominadas estado de 

competencia. Este proceso de transformación genética, es de gran utilidad en 

biología molecular, razón por la cual su aplicación se ha mimetizado en laboratorio 

empleando organismos modelo de estudio. E. coli, que puede ser transformada por 

métodos físicos y químicos;. Uno de los métodos físicos más empleados y 

eficientes es la electroporación, que consiste en inducir la competencia mediante 

un breve, pero fuerte pulso eléctrico que permite la introducción del DNA a la 

célula. Para este método se requieren células de E. coli capaces de resistir dicho 

pulso eléctrico, estas células se denominan electrocompetentes (Anexo 3); una 

vez introducido el DNA de interés, las células deben pasar por un proceso que les 

permita recuperarse de dicho tratamiento físico.  

El protocolo de transformación de transformación genética de células 

electrocompetentes de E. coli DH5- se detalla a continuación: 

 

 Descongelar las células electrocompetentes de E. coli  

 Las células se colocan en una cubeta para electroporar de 0.2 mm. 

 Se agrega el producto de la ligación a la cubeta de electroporación. 

 Colocar en el electroporador y dar un pulso eléctrico, (observar que los 

parámetros indicados por el electroporador correspondan a una 

transformación exitosa por ejemplo: 2.5KV y 5.6ms) 

 Inmediatamente se agrega medio SOC (ver composición del medio en 

Anexo 4) 
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 Transferir la transformación a un tubo de 1.5ml. 

 Incubar por 1 hora a 37ºC en agitación de 200 rpm. 

 Pasado este tiempo transferir a medio solido LB enriquecido con el 

antibiótico de selección. 

 Incubar de 12-14 horas a 37ºC. 

 Seleccionar colonias resistentes al antibiótico, clonas exitosas.  

 

 

V.IV.VIII Extracción de DNA plasmídico de E. coli (MINIPREP). 

 

Miniprep es una técnica que se utiliza para extraer DNA plasmídico de células 

bacterianas basado en el procedimiento de lisis alcalina desarrollada por Birnboim 

and Doly (1979). Este procedimiento se basa en la diferencia en la topología 

existente entre el DNA plasmídico y el DNA genómico, la cual permite la 

precipitación selectiva de DNA genómico y proteínas celulares de plásmidos. Bajo 

condiciones alcalinas las células son lisadas, de manera tal que se desnaturalizan 

todas las moléculas de DNA y proteínas. Cuando la solución es neutralizada, el 

DNA genómico y las proteínas precipitan debido a que es imposible que 

renaturalizen correctamente (por su gran tamaño), mientras que los plásmidos se 

renaturalizan correctamente quedando en solución. 

Para la realización de este procedimiento se utilizo el kit de la casa comercial 
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Qiagen, el cual emplea los siguientes reactivos. BufferP1, que contiene RNAasa A, 

un buffer que optimiza su actividad enzimática y EDTA, necesario para quelar los 

metales cofactores de las DNAasas. La RNAasa cataliza la hidrólisis del RNA con el 

fin de evitar una la contaminación del DNA plasmídico, pues como se mencionó 

anteriormente el DNA plasmídico queda en solución junto con todos los  tipos de 

RNA. Para la lisis celular se emplea el buffer de lisis (P2), el cual incuye SDS y 

NaOH. El SDS es un detergente iónico que rompe las membranas de las células y 

desestabiliza todas las interacciones hidrofóbicas que poseen varias 

macromoléculas.  El pH altamente alcalino generado por NaOH también 

desnaturaliza las macromoléculas. Estos dos componentes del buffer, provocan la 

ruptura de las paredes celulares y desnaturalización de proteínas. La neutralización 

se lleva a cabo con el buffer N3 que contiene acetato de potasio. El pH bajo de la 

solución del acetato del potasio neutraliza el NaOH. Por ultimo el buffer PE 

contiene etanol que permite eliminar las sales residuales.  

 

 

 Cultivar una colonia de E. coli seleccionada del protocolo anterior en medio 

LB líquido con el antibiótico de resistencia durante 12 hrs a 37º C en 

agitación constante a 200 rpm. 

 Tomar 1-5 ml de cultivo y centrifugar a 8000 rpm por 3 minutos a 

temperatura ambiente. 
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 Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 250 μL de buffer 

P1. 

 Transferir a un tubo de 1.5ml y adicionar 250 μL de buffer P2. 

 Invertir el tubo de 4-6 veces (hasta que la solución este clara) Nota: no 

exceder de 5min. 

 Adicionar 350 μL de buffer N3 y mezclar inmediatamente 4-6 veces. 

 Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm. 

 Transferir el sobrenadante del paso anterior a una columna QIAprep. 

 Centrifugar de 30-60 segundos. Descartar el remanente. 

 Adicionar 750 μL de buffer PE a la columna. 

 Centrifugar de 30-60 segundos y nuevamente descartar el liquido. 

 Centrifugar la columna por 1 min a máxima velocidad, (cuantas veces sea 

necesario) para eliminar el residuo de buffer. 

 Eluir el DNA en 50 μL de buffer EB o agua. 

 

V.IV.IX Restricción enzimática. 

 

Se analizó el DNA mediante el uso de enzimas de restricción para verificar la 

orientación del gen PTXD en el plásmido pSyn_1/D-TOPO, para este análisis 

enzimático se realizaron las siguientes restricciones dobles: 
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Buffer 3 (Biolabs)  2 μL 

Xba I    1 μL 

Bgl II    1 μL 

DNA    1 μg 

H2O    13 μL 

   _________________ 

    20 μL 

 

Buffer 4 (Biolabs)  2 μL 

Xba I    1 μL 

Nde I    1 μL 

DNA    1 μg 

H2O    13 μL 

   _________________ 

    20 μL 

 

 

Una vez confirmado el sentido de la clonación por el patrón de restricción, se 

seleccionó una clona para secuenciar con los oligonucleotidos recomendados por el 

fabricante de kit TOPO GeneArt. 
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 pSynSecFW 

5´-GATTTTCACCTGAATTTCAT-3´ 

 pSynSecRev 

5´-CCCACACTACCATCGGCG-3´ 

 

Se realizó un blast tomando como referencia la base de datos del The National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) para confirmar que los datos 

arrojados por la secuenciación corresponden al gen que codifica para la enzima 

PTXD de P. stutzeri.  

 

 

V.V Transformación de células de S. elongatus PCC7942  

 

S. elongatus PCC7942 es un excelente modelo de estudio debido a su pequeño 

genoma (totalmente secuenciado) y a la facilidad con la que puede ser manipulado 

genéticamente por recombinación natural (Atsumi et al., 2009; Lan & Liao, 2011). 

El método de transformación empleado en este trabajo se basa en recombinación 

homóloga entre el cromosoma de S.elongatus y el DNA exógeno que contiene 

secuencias complementarias al cromosoma de S. elongatus. El lugar en donde se 

realiza la integración al cromosoma recibe el nombre de neutral site (NS1), este 
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sitio ha sido desarrollado exitosamente como lugar de clonación (Clerico et al., 

2007) ya que puede ser alterado o interrumpido sin consecuencias de fenotipo 

aberrante. 

 

 V.V.I Protocolo de transformación 

Para la transformación de S. elongatus PCC7942 se utilizó el kit ―The GeneArt® 

Synechococcus TOPO® Engineering Kit‖ de Invitrogen. Siguiendo las instrucciones 

del fabricante.  

 

 -11 a 34ºC en agitación y luz continua 

hasta que la OD=1 (medida a 750nm). 

 Recolectar 1.5 ml de cultivo celular por centrifugación durante 10 min a 

6000 rpm. 

 Descartar el sobrenadante, cuidando no tocar el paquete celular. 

 Eluir con 1 ml de medio BG-11 gentilmente con ayuda de una micropipeta. 

 Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. 

 Remover el sobrenadante con micropipeta. 

 Resuspender las células en 100 μL de medio BG-11 y mezclar gentilmente. 

 Adicionar 100 ng de DNA (plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD) 

 Incubar a 34ºC por 4 horas. 
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 Transferir a medio BG-11 con espectinomicina 10 μg/ml. Incubar a 34ºC y 

luz constante por 4-6 días. 

 

Debido a la baja eficiencia de la transformación reportada por el fabricante del 

―The GeneArt® Synechococcus TOPO® Engineering Kit‖ y por los requerimientos 

propios de este trabajo se optimizó el protocolo de transformación indicado, asi 

como el descrito por Clerico et al. (2007). Siendo el resultado el siguiente 

protocolo: 

  

V.V.II Protocolo  de transformación “Clerico et al., 2007 

(Modificado)”. 

 

 -11 a 34ºC en agitación y luz continua 

hasta saturación. 

 Tomar 25 ml de cultivo saturado y reinocularlo en 75 ml de medio óptimo 

nuevo. Crecer bajo las mismas condiciones durante 48 horas, OD=0.23-0.3. 

 Recolectar 20 ml de las células por centrifugación durante 20 min a 4000 

rpm. 

 Descartar el sobrenadante, cuidando no tocar el paquete celular. 

 Eluir en 10 ml de solución de NaCl a 10 mM y mezclar gentilmente con 

ayuda de una micropipeta. 
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 Centrifugar a 4000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

 Remover el sobrenadante cuidadosamente. 

 Eluir en 10 ml de agua destilada estéril. 

 Centrifugar a 4000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

 Eliminar el sobrenadante. 

 Resuspender las células en 300 μL de medio BG-11 libre de fosfato y 

mezclar gentilmente. 

 Adicionar 100 ng de DNA (plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD) 

 Incubar en oscuridad a 34ºC por 12-14horas en tubos de 15 ml con 

agitación constante a 100rpm.  

 Inocular en medio BG-11 sólido enriquecido con espectinomicina 10 μg/ml. 

Incubar a 34º C y luz constante por 4-6 días. 

 

V.VI  Análisis de las transformantes. 

 

V.VI.I  PCR de colonia. 

 

Se realizó PCR de colonia para verificar la presencia del inserto (vector pSyn_1/D-

TOPO- PTXD) con el programa que se muestra en la Figura 17. 

La reacción se llevo a cabo con la enzima Taq polimerasa de la marca Fermentas, 

utilizando los oligonucleótidos PTXDFW y PTXDReV en las siguientes condiciones:  



 85 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Programa de PCR en colonia utilizando enzima Taq recombinante. 

 

La visualización de la amplificación se realizó por electroforesis en gel de agarosa-

BrEt 1% expuesto a luz UV.  

 

 

 

V.VII Generación del vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD 

 

V.VII.I  Amplificación del gen PnirA de S. elongatus PCC7942. 

 

PnirA es un promotor  de 166 pb inducible a una concentración de 17.6 mM de 

nitrato, y se encuentra en S. elongatus PCC7942, (Qi et al., 2005) razón por la cual 

se realizó una amplificación de este gen en S. elongatus PCC7942 utilizando los 
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siguientes oligonucleotidos. Los cuales se diseñaron adicionando sitios de corte 

específicos para las enzimas HindIII y EcoRI los cuales se encuentran subrayados. 

 

pronirAFW 5´-CCCAAGCTTTCCCTCTCAGCTCCAAAAAGT-3´ 

pronirARev 5´- CGGGAATTCGGATTGATCTGCCTACAA- 3´ 

 

La amplificación se realizó con la enzima Phusion (Biolabs) bajo las siguientes 

condiciones de amplificación mostradas en la Figura 18.  

 

 

 

 

Figura 18. Programa de PCR para la amplificación de PnirA con enzima 

Phusion. 

 

V.VII.II Electroforesis. 

 

Se empleo gel de agarosa al 2.5% (p/v) en buffer Tris-acetato-EDTA (TAE 1X). Los 

geles de 100 ml de volumen contenían 1μl de bromuro de etidio para la posterior 

visualización del DNA mediante iluminación con luz ultravioleta, fueron corridos en 
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cámara de electroforesis horizontal a 70V durante 1h.  

 

Se cortó la banda correspondiente al tamaño del promotor, y se purificó con el 

protocolo antes descrito.  

 

 

 V.VII.III Clonación del promotor PnirA en el vector pJet. 

 

El DNA purificado se clonó en el vector pJet de la casa comercial Fermentas 

(Figura 20), el cual es ampliamente utilizado para la clonación de fragmentos de 

PCR debido a su rapidez, facilidad y versatilidad. Esto fue realizado debido al 

pequeño tamaño del promotor, y para asegurar la correcta clonación del gen PnirA 

en el plasmido destino.  La ligación se lleva a cabo utilizando la enzima T4 DNA 

ligasa, la reacción fue incubada a 22ºC por 5 minutos, La clonación se realizó en 

células de E. coli DH5, después de la transformación por electroporación las 

células fueron cultivadas en medio LB suplementado con ampicilina 100μg/ml. 

Pasadas las 16 horas de incubación a 37ºC, se seleccionaron cinco colonias para 

ser sometidas a crecimiento en medio LB líquido, con el objetivo de extraer el DNA 

plasmídico, y  realizar el análisis por PCR correspondiente. Se empleó Taq 

polimerasa de la marca Fermentas y los oligonucleotidos indicados por el 

fabricante del vector pJet los cuales se muestran a continuación.  
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pJetFW 

5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’ 

 

pJetRev 

5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’ 

 

Las condiciones de amplificación se detallan en la Figura 19. 

 

 

 

 

 

Figura 19. Programa PCR plásmido pJet. 
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Figura 20. Mapa del plásmido pJet utilizado para la clonación de PnirA. 

Modificado de http://www.thermoscientificbio.com 

 

Como ya se mencionó anteriormente el fragmento correspondiente al promotor de 

Nitrato (PnirA) perteneciente al operón nir, el cual se utilizará para permitir la 

sobreexpresión del gen PTXD en S. elongatus, incluye en el diseño de los 

oligonucleótidos empleados los sitos de corte para las enzimas Hind III y EcoR I, 

esto permite realizar la clonación direccional al plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD, 

puesto que este también cuenta con los sitios cohesivos complementarios, lo que 

permite realizar la inserción de manera exitosa, es decir en sentido correcto y a su 

vez impide la religación del plásmido debido a la falta de complementariedad en 

ambos extremos de éste.  

 

 

V.VII.IV Restricción enzimática 

 

El DNA del pJet purificado fue digerido con las siguientes enzimas, para liberar el 

fragmento correspondiente al promotor PnirA: 
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Buffer 2 (Biolabs)  2 μL 

EcoR I    1 μL 

Hind III   1 μL 

DNA    4 μg 

H2O    8 μL 

   _________________ 

    20 μL 

 

Para hacer posible la ligación del promotor PnirA con el vector pSyn_1/D-TOPO-

PTXD, este último también se trato con las enzimas de restricción de la manera 

siguiente: 

 

Buffer 2 (Biolabs)  2 μL 

EcoR I    1 μL 

Hind III   1 μL 

DNA    600ng 

H2O    13 μL 

   _________________ 

    20 μL 
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Se corrió gel de electroforesis para el promotor de Nitrato en gel de agarosa al 

2.5% y para el plásmido pSyn_1/D-TOPO–PTXD en gel de agarosa al 1% 

siguiendo la metodología antes descrita. Una vez visualizada la correcta digestión 

se procedió a ligar ambos fragmentos. 

La ligación se llevó a cabo utilizando enzima T4 DNA ligasa de la marca Invitrogen 

de la manera siguiente: 

 

Buffer    15 μL 

pSyn_1/D-TOPO–PTXD 10μL 

PnirA    3 μL 

T4 DNAligasa  1 μL 

H2O    1 μL 

   _________________ 

    30 μL 

La ligación se incubó a 22º C durante 20 minutos. 

 

El producto de esta ligación se dializó en membrana millipore de 0.25 μm por 20 

minutos y se transformó mediante electroporación a células de E. coli 

DH5 ólido LB conteniendo espectinomicina 100 μ

g/ml como medio de selección. Pasado el tiempo de incubación necesario para la 

aparición de las colonias, éstas se picaron y se inocularon en medio LB líquido con 
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el mismo antibiótico de selección para realizar la extracción de DNA plasmídico con 

el protocolo antes descrito. 

Se analizó mediante patrón de restricción, el DNA plasmídico proveniente de las 

colonias de E. coli resistentes al antibiótico de selección, las enzimas empleadas 

para este análisis fueron: 

Buffer 4 (Biolabs)  2 μL 

Nde I    1 μL 

Xba I    1 μL 

DNA    2μg 

H2O    14μL 

   _________________ 

    20 μL 

 

Buffer 2 (Biolabs)  2 μL 

Hind III   1 μL 

Xba I    1 μL 

DNA    2μg 

H2O    14μL 

   _________________ 

    20 μL 
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Buffer 2 (Biolabs)  2 μL 

EcoR I    1 μL 

Hind III   1 μL 

DNA    2μg 

H2O    14μL 

   _________________ 

    20 μL 

 

Se corrió gel de electroforesis para todas las digestiones, para las primeras dos 

mencionadas gel de agarosa al 1%, y para la digestión de EcoR I con Hind III gel 

de agarosa al 2.5%. 

 

Para verificar la construcción del plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA:PTXD se analizó 

la secuencia utilizando los oligonucleotidos recomendados por el fabricante del 

GeneArt TOPO Synechococcus TOPO Engineering kit (secuencia antes mostrada). 

Los cuales flanquean la región en donde se encuentra el promotor PnirA y el gen 

PTXD que codifica para la proteína fosfito deshidrogenasa. 

Una vez recibida la secuencia, se analizó mediante un blast la presencia completa y 

correcta de ambos genes de interés el PnirA y el gen PTXD. 
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En la Figura 21 se muestra el plásmido pSyn_1/D-TOPO indicando el sitio de 

inserción del gen PTXD y el lugar en donde se integra el PnirA por unión 

complementaria a los sitios Hind III y Eco RI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Mapa del plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD.  
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V.VIII TRANSFORMACIÓN DE S. elongatus CON EL VECTOR pSyn_1/D-

TOPO-PnirA:PTXD. 

 

Se realizó la transformación de S. elongatus PCC7942 con el protocolo de Clerico 

modificado antes descrito. 

V.IX  Análisis de las transformantes. 

 

V.IX.I PCR de colonia. 

 

Se realizó PCR de colonia para verificar  la presencia del inserto (vector pSyn_1/D-

TOPO-PnirA:PTXD).  

La reacción se llevó a cabo con Taq polimerasa de la marca Fermentas, utilizando 

los primers PTXDFW–PTXDReV,  pnirA FW- pnirA ReV, y SeqFW-SeqReV, (antes 

mostrados), bajo las condiciones indicadad en la Figura 22. 

  

 

 

 

Figura 22. Diagrama de tiempos y temperaturas de PCR S. elongatus con 

plásmido vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA:PTXD. 
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La visualización de la amplificación se realizó por electroforesis en gel de agarosa-

BrEt 1% expuesto a luz UV. Para el amplicón correspondiente a los 

oligonucleotidos pnirAFW - PNirA ReV la visualización se llevó a cabo en un gel de 

agarosa al 2.5%. 

 

V.X Cinéticas de crecimiento de S. elongatus PCC 7942. 

 

En este trabajo se realizaron cinéticas de crecimiento para determinar condiciones 

de cultivo, y analizar comportamientos de interés. La primera fase de cinéticas de 

crecimiento, con células tipo silvestre, se realizó en matraces Erlenmeyer de 50 ml 

conteniendo 10 ml de medio de cultivo líquido BG-11.  

 

El resto de los experimentos de crecimiento analizados, con células transgénicas, 

(sacarosa, fierro, ácido nicotínico, aclimatación a Phi, etc.) fueron realizados en 

placas de cultivo de 24 pozos conteniendo 2 ml de cultivo BG-11 líquido. Ambos se 

cultivaron con temperatura de 34ºC y agitación orbital constante a 200rpm. 
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V.X.I Cinéticas de crecimiento de  S. elongatus PCC7942 en medios 

de cultivo con fosfato y/o fosfito como fuente de fósforo. 

 

Para determinar la concentración de Pi que permita el crecimiento óptimo, y la 

concentración mínima de Phi capaz de inhibir el crecimiento de S. elongatus, se 

realizaron cinéticas de crecimiento utilizando medio de cultivo BG-11 con diferentes 

combinaciones de fuente de fósforo, de la manera siguiente: 

 

 0 μM Pi, 0 μM Phi. 

 50 μM Pi 

 100 μM Pi 

 500 μM Pi 

 1000 μM Pi 

 50 μM Phi 

 100 μM Phi 

 500 μM Phi 

 1000 μM Phi  
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V.X.II Cinética de crecimiento de las líneas transformantes 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD. 

 

Las transformantes y la cepa silvestre de S. elongatus con el vector pSyn_1/D-

TOPO-PTXD se sometieron a crecimiento en medio liquido BG-11 (antes descrito), 

las concentraciones de Pi empleadas fueron  

 

 0μM  

 50 μM  

 100 μM  

 500 μM   

 1000 μM  

 

Las mismas concentraciones fueron empleadas en medio suplementado con Phi.  

El crecimiento fué medido por método espectrofotométrico utilizando absorbancia 

de 750 nm cada 24 horas en el equipo Infinite M1000-TECAN en placas de 96 

pozos conteniendo 200 μL de medio, las mediciones se realizaron con 3 réplicas 

técnicas.  
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V.X.III   Cinética de crecimiento de S. elongatus con plásmido 

pSyn_1/D-TOPO-PTXD en presencia de níquel. 

 

El plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD  contiene un promotor inducible por níquel a 

una concentración de 5 μM, con la intención de observar si es posible mejorar la 

inducción del promotor para tener una actividad elevada de la enzima PTXD 

realizamos una cinética de la cepa silvestre y una transformante en medio BG-11 

óptimo variando la concentraciones de níquel siendo evaluadas las siguientes: 

 

 0 μM 

 1 μM 

 2 μM 

 3 μM 

 5 μM 

 7 μM 

 10 μM 

 20 μM 

 40 μM 

 80 μM 
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V.X.IV  Cinética de crecimiento de las líneas transformantes 

plásmido pSyn_1/D-TOPO- PnirA : PTXD. 

 

Las transformantes de S. elongatus con el vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA:PTXD se 

sometieron a crecimiento en medio líquido BG-11 (antes descrito), las 

concentraciones de Pi empleadas fueron  

 

 0μM 

 25 μM  

 250 μM   

 1000 μM  

 

Las mismas concentraciones fueron empleadas en medio suplementado con Phi.  

 

Se analizaron 19 clonas y la cepa silvestre como control. 

El crecimiento fue medido por método espectrofotométrico utilizando absorbancia 

de 750 nm cada 24 horas, las mediciones se realizaron con 3 réplicas técnicas. 
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V.X.V  Cinética de crecimiento de las líneas transformantes 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA:PTXD en medio BG-11 suplementado 

con ácido nicotínico. 

 

Las transformantes de S. elongatus con el vector pSyn_1/D-TOPO-pnirA-PTXD se 

sometieron a crecimiento en medio líquido BG-11 conteniendo  

 

 100 μM de Pi 

 0 μM de Pi y 0 μM de Phi 

 100 μM de Phi 

 

Se sometieron 19 clonas y la cepa silvestre a este análisis. El crecimiento fue 

medido por método espectrofotométrico utilizando absorbancia de 750 nm cada 24 

horas, las mediciones se realizaron con 3 replicas técnicas. 

 

 

V.X.VI  Cinética de crecimiento de las líneas transformantes 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA:PTXD en medio BG-11 enriquecido con 

sacarosa. 

 



 102 

Este experimento fue realizado en placas de 24 pozos, conteniendo 2 ml de medio 

BG-11 suplementado con 5 g/L de sacarosa. Se analizaron 19 clonas y la cepa 

silvestre. 

El crecimiento se realizo a 34º C, agitación constante de 150 rpm, con fotoperiodo 

12 horas de luz con intensidad de 100 μEinsteins m-2 s-1 /12 oscuridad. 

 

De la misma manera se analizaron las 19 clonas y la cepa silvestre en medio con 5 

g/L de sacarosa, variando la intensidad a 50 μEinsteins m-2 s-1. 

 

 

V.X.VII Cinética de crecimiento de las líneas transformantes 

plásmido pSyn_1/D-TOPO- PnirA:PTXD en medio BG-11 con alta 

concentración de fierro. 

 

La concentración de fierro presente en el medio de cultivo BG-11 es de 20μM, se 

realizó una cinética de crecimiento adicionando 80μM de Fe, para obtener una 

concentración final en el medio de cultivo de 100μM, este análisis se realizó con 

medios que contenían 100μM de Pi y medios con 100μM de Phi. Se analizaron 19 

clonas y la cepa silvestre. 
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V.X.VIII Efecto de la adaptación (aclimatación) a Phi. 

 

Se realizo una cinética de crecimiento para analizar la sustitución gradual del Pi por 

Phi, y su efecto en el crecimiento de 4 clonas y la cepa silvestre. 

La primera etapa fue el crecimiento en 200μM de Pi. Pasados 8 días de estar 

creciendo en esa condición se realizó la recolección de las células, y el lavado de 

éstas con agua estéril, y se inocularon en condiciones que consistieron en 

disminuir la concentración de Pi hasta eliminarla y cultivar únicamente con Phi, 

como se muestra en la tabla 4: 

 

Tabla 4. Condiciones de cultivo para experimentos de adaptación a Phi. 

1ª. Etapa 2ª. Etapa 3ª. Etapa 4ª. Etapa 

200 μM fosfato 100 μM fosfato 100 μM fosfato 0 μM fosfato     

200 μM fosfato + 

100 μM fosfito 

100 μM fosfato + 

100 μM fosfito 

100 μM fosfato + 

100 μM fosfito 

0 μM fostafo + 

100 μM fosfito 

   

200 μM de fosfato 

+ 200 μM fosfito 

100 μM fosfato + 

200 μM fosfito 

100 μM fosfato + 

200 μM fosfito 

0 μM fosfato + 

200 μM fosfito 

   

200 μM fosfato + 

500 μM fosfito 

100 fosfato + 500 

μM fosfito 

100 fosfato + 500 

μM fosfito 

0 μM fosfato + 

500 μM fosfito. 
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VI. RESULTADOS 

 

VI.I Cinética de crecimiento de S. elongatus PCC7942 en 

concentraciones ascendentes de fosfato y fosfito. 

Se cultivaron células de tipo silvestre de S. elongatus en distintas concentraciones 

de Pi y Phi, monitoreando el crecimiento cada 24 horas (Figura 23). 

Figura 23. Cinética de crecimiento de S. elongatus en diversas concentraciones 

de Pi y Phi. Las mediciones se realizaron con 3 replicas técnicas, la gráfica muestra el error 

estándar en cada punto de la cinética. Este experimento repitió su comportamiento en 4 réplicas 

biológicas. 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 24 48 72 96 120 144 168

D
e

n
si

d
a

d
 ó

ti
ca

 
A

=
 7

5
0

n
m

 

tiempo (h) 

0 μMPi, O μMPhi 

50μMPi  

50 μMPhi  

100 μMPi   

100 μMPhi  

500 μMPi  

500 μMPhi  

1000 μMPi  

1000 μMPhi  



 105 

Como se puede apreciar en la Figura 23 las concentraciones probadas de Phi no 

permitieron el crecimiento de S. elongatus. Así mismo la ausencia de fuente de 

fósforo inhibe el crecimiento de dicho microorganismo. 

Concentraciones bajas de Pi, como 50 μM le permiten a S. elongatus crecer 

óptimamente, esto debido a que esta cianobacteria posee la característica de 

crecer en ambientes oligotróficos (Scanlan, 2003; Waterbury et al., 1986), es por 

ello que altas concentraciones de Pi como 500 o 1000 M, no le resultan 

ventajosas en la tasa de crecimiento.  

La fase exponencial del crecimiento tiene lugar 48 horas después de iniciarse la 

cinética, mostrando inmediatamente la tendencia diferencial existente entre Pi y 

Phi; obteniendo el máximo crecimiento a la hora 144 en todas las condiciones 

siendo 100 μM el punto máximo alcanzado, seguido de 50 μM el cual a pesar de 

presentar un error de 0.087 debido a la falta de homogeneidad del medio de 

cultivo al momento de tomar la lectura de la densidad óptica celular, presenta 

evidente crecimiento superior a los presentados en medios con Phi, y a su vez muy 

similar con el resto de las concentraciones de Pi analizadas. 

 

En base a los resultados obtenidos en este experimento se decidió emplear como 

concentraciones apropiadas para la realización de esta tesis 50 μM y 100 μM de Pi 

o de Phi. 
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VI.II Amplificación del gen PTXD de P. stutzeri WM88.  

 

El gen que codifica a la enzima fosfito deshidrogenasa fue amplificado 

exitosamente como se muestra en la Figura 24. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa del gen PTXD. Carril 1. 1kb+, carril 2. 

Amplificación correspondiente al gen PTXD el cual tiene un tamaño de 1000 pb.  

 

 

 

VI.III Clonación del gen PTXD en el plásmido pSyn_1/D-TOPO. 

 

El DNA producto de la amplificación del gen PTXD fue purificado y clonado en el 

vector pSyn_1/D-TOPO  (Figura 25).  

 

 

PTXD 

1000pb 
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Figura 25. Esquema de clonación de gen PTXD en vector pSyn_1/D-TOPO.       

1) Amplificación del gen PTXD de P. stutzeri. 2) El DNA purificado es clonado en el plásmido vector 

pSyn_1/D-TOPO. 

 

 

VI.IV Transformación de células electrocompetentes de E. coli (DH5-) 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD. 

 

La construcción anterior fue clonada con éxito en células de E. coli DH5- Pasadas 

16 horas crecieron abundantes colonias, bien definidas como se muestra en la 

Figura 26. 

 

 

 

 

Figura 26. Células de E. coli transformadas con el vector pSyn_1/D-TOPO-

PTXD. Las células se encuentran creciendo en medio LB con espectinomicina 100 μg mL-1.  
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El DNA plasmídico de las colonias seleccionadas fue extraído y analizado mediante 

restricción enzimática doble, utilizando las enzimas Xba I la cual produce 2 cortes 

en el plásmido pSyn_1/D-TOPO en las bases 473 y 2512; y la enzima Nde I que 

produce un corte en el plásmido en la base 17, esto nos permitirá analizar si se ha 

clonado en sentido correcto dicho gen en el plásmido vector.(Figura 27)  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa del análisis de restricción 

enzimática con las enzimas Xba I y Nde I. 1.- 1Kb plus, 2.- Plásmido pSrn_1/D-TOPO-

PTXD sin digerir. 3.- Plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD digerido con Xba I y Nde I. 

 

En la figura anterior se observa que las bandas corresponden a las esperadas, un 

fragmento de 2039 pb el cual es producto del corte de la enzima Xba I en el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO, uno de 1017 pb producto del corte entre Nde I- Xba I, 

uno más de 457 pb el cual corresponde al corte generado por Nde I en el 

nucleótido 17 del plásmido y el corte de Xba I en el 473. Y un último fragmento el 

cual corresponde al corte de Xba I en el nucleótido 2512 hasta el resto del 

1 2 3 
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plásmido, este fragmento es de aproximadamente 1288 pb, También existe una 

pequeña banda que no es visible debido a su tamaño de 30 pb la cual es producto 

de el corte de Xba I en la base 4816 y Nde I en el nucleótido 17 . Basados en este 

análisis se seleccionó una clona la cual presenta el patrón descrito anteriormente. 

Su DNA fue secuenciado utilizando los oligonucleótidos pSynseqFW y pSynseqRev 

siendo la secuencia obtenida mostrada en la Figura 28. 

 

Figura 28. Secuencia pSyn_1/D-TOPO-PTXD. Secuencia obtenida con los 

oligonucleótidos pSynseqFW y pSynseqRev. 

 

TTTCACCTGATTTCATACCCCCTTTGGCAGACTGGGAAAATCTTGGACAAATTCCCAATTTGAGGT

GGTGTGAAGCTTCGAATTCGAAGGAGCCCTTCACCTGCCATATGATGCTGCCGAAACTCGTTATA

ACTCACCGAGTACACGATGAGATCCTGCAACTGCTGGCGCCACATTGCGAGCTGATGACCAACC
AGACCGACAGCACGCTGACGCGCGAGGAAATTCTGCGCCGCTGTCGCGATGCTCAGGCGATGA

TGGCGTTCATGCCCGATCGGGTCGATGCAGACTTTCTTCAAGCCTGCCCTGAGCTGCGTGTAGT

CGGCTGCGCGCTCAAGGGCTTCGACAATTTCGATGTGGACGCCTGTACTGCCCGCGGGGTCTG

GCTGACCTTCGTGCCTGATCTGTTGACGGTCCCGACTGCCGAGCTGGCGATCGGACTGGCGGT

GGGGCTGGGGCGGCATCTGCGGGCAGCAGATGCGTTCGTCCGCTCTGGCGAGTTCCAGGGCT

GGCAACCACAGTTCTACGGCACGGGGCTGGATAACGCTACGGTCGGCATCCTTGGCATGGGCG
CCATCGGACTGGCCATGGCTGATCGCTTGCAGGGATGGGGCGCGACCCTGCAGTACCACGAG

GCGAAGGCTCTGGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTGCGCCAGGTGGTTCGTCCGCTC

TGGCGAGTTCCAGGGCTGGCAACCACAGTTCTACGGCACGGGGCTGGATAACGCTACGGTCGG

CATCCTTGGCATGGGCGCCATCGGACTGGCCATGGCTGATCGCTTGCAGGGATGGGGCGCGAC

CCTGCAGTACCACGAGGCGAAGGCTCTGGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTGCGCCA
GGTGGCGTGCAGCGAACTCTTCGCCAGCTCGGACTTCATCCTGCTGGCGCTTCCCTTGAATGCC

GATACCCAGCATCTGGTCAACGCCGAGCTGCTTGCCCTCGTACGGCCGGGCGCTCTGCTTGTA

AACCCCTGTCGTGGTTCGGTAGTGGATGAAGCCGCCGTGCTCGCGGCGCTTGAGCGAGGCCAG

CTCGGCGGGTATGCGGCGGATGTATTCGAAATGGAAGACTGGGCTCGCGCGGACCGGCCGCG

GCTGATCGATCCTGCGCTGCTCGCGCATCCGAATACGCTGTTCACTCCGCACATAGGGTCGGCA

GTGCGCGCGGTGCGCCTGGAGATTGAACGTTGTGCAGCGCAGAACATCATCCAGGTATTGGCA
GGTGCGCGCCCAATCAACGCTGCGAACCGTCTGCCCAAGGCCGAGCCTGCCGCATGTTAATCT

AAAGGGTGTACCATATGCATCGAGTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCA

TGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGT 
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Esta secuencia se analizó mediante un blast en la pagina web del The National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) mostrando el resultado siguiente 

(Figura 29): 

Sequence ID: lcl|42875Length: 1011Number of Matches: 1 
Related Information 
Range 1: 4 to 1008Graphics 
Next Match 
Previous Match 

Alignment statistics for match #1 
Score Expect Identities Gaps Strand 

1687 bits(913) 0.0 1002/1038(97%) 33/1038(3%) Plus/Plus 

Query  1     CTGCCGAAACTCGTTATAACTCACCGAGTACACGATGAGATCCTGCAACTGCTGGCGCCA  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  4     CTGCCGAAACTCGTTATAACTCACCGAGTACACGATGAGATCCTGCAACTGCTGGCGCCA  63 

 

Query  61    CATTGCGAGCTGATGACCAACCAGACCGACAGCACGCTGACGCGCGAGGAAATTCTGCGC  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  64    CATTGCGAGCTGATGACCAACCAGACCGACAGCACGCTGACGCGCGAGGAAATTCTGCGC  123 

 

Query  121   CGCTGTCGCGATGCTCAGGCGATGATGGCGTTCATGCCCGATCGGGTCGATGCAGACTTT  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  124   CGCTGTCGCGATGCTCAGGCGATGATGGCGTTCATGCCCGATCGGGTCGATGCAGACTTT  183 

 

Query  181   CTTCAAGCCTGCCCTGAGCTGCGTGTAGTCGGCTGCGCGCTCAAGGGCTTCGACAATTTC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  184   CTTCAAGCCTGCCCTGAGCTGCGTGTAGTCGGCTGCGCGCTCAAGGGCTTCGACAATTTC  243 

 

Query  241   GATGTGGACGCCTGTACTGCCCGCGGGGTCTGGCTGACCTTCGTGCCTGATCTGTTGACG  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  244   GATGTGGACGCCTGTACTGCCCGCGGGGTCTGGCTGACCTTCGTGCCTGATCTGTTGACG  303 

 

Query  301   GTCCCGACTGCCGAGCTGGCGATCGGACTGGCGGTGGGGCTGGGGGCGGCATCTGCGGGC  360 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 

Sbjct  304   GTCCCGACTGCCGAGCTGGCGATCGGACTGGCGGTGGGGCT-GGGGCGGCATCTGCGGGC  362 

 

Query  361   AGCAGATGCGTTCGTCCGCTCTGGCGAGTTCCAGGGCTGGCAACCACAGTTCTACGGCAC  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  363   AGCAGATGCGTTCGTCCGCTCTGGCGAGTTCCAGGGCTGGCAACCACAGTTCTACGGCAC  422 

 

Query  421   GGGGCTGGATAACGCTACGGTCGGCATCCTTGGCATGGGGCGCCCATCGGACTGATCCTT  480 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| |||||||||  || | 

Sbjct  423   GGGGCTGGATAACGCTACGGTCGGCATCCTTGGCATGGG-CGCC-ATCGGACTGG-CCAT  479 

 

Query  481   GGCATGGGCGCCCATCGGACTGGCCCATGGCTGATCGCTTGCAGGGATGGGGGCGCGACC  540 

             ||| ||       ||||  || ||  | ||  |||              ||||||||||| 

Sbjct  480   GGC-TG-------ATCG--CTTGC--A-GG--GAT--------------GGGGCGCGACC  510 

 

Query  541   CTGCAGTACCACGAGGCGAAGGCTCTGGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTGCGC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  511   CTGCAGTACCACGAGGCGAAGGCTCTGGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTGCGC  570 

 

Query  601   CAGGTGGCGTGCAGCGAACTCTTCGCCAGCTCGGACTTCATCCTGCTGGCGCTTCCCTTG  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  571   CAGGTGGCGTGCAGCGAACTCTTCGCCAGCTCGGACTTCATCCTGCTGGCGCTTCCCTTG  630 

 

Query  661   AATGCCGATACCCAGCATCTGGTCAACGCCGAGCTGCTTGCCCTCGTACGGCCGGGCGCT  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  631   AATGCCGATACCCAGCATCTGGTCAACGCCGAGCTGCTTGCCCTCGTACGGCCGGGCGCT  690 

 

Query  721   CTGCTTGTAAACCCCTGTCGTGGTTCGGTAGTGGATGAAGCCGCCGTGCTCGCGGCGCTT  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  691   CTGCTTGTAAACCCCTGTCGTGGTTCGGTAGTGGATGAAGCCGCCGTGCTCGCGGCGCTT  750 

 

Query  781   GAGCGAGGCCAGCTCGGCGGGTATGCGGCGGATGTATTCGAAATGGAAGACTGGGCTCGC  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  751   GAGCGAGGCCAGCTCGGCGGGTATGCGGCGGATGTATTCGAAATGGAAGACTGGGCTCGC  810 

 

Query  841   GCGGACCGGCCGCGGCTGATCGATCCTGCGCTGCTCGCGCATCCGAATACGCTGTTCACT  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  811   GCGGACCGGCCGCGGCTGATCGATCCTGCGCTGCTCGCGCATCCGAATACGCTGTTCACT  870 

 

Query  901   CCGCACATAGGGTCGGCAGTGCGCGCGGTGCGCCTGGAGATTGAACGTTGTGCAGCGCAG  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  871   CCGCACATAGGGTCGGCAGTGCGCGCGGTGCGCCTGGAGATTGAACGTTGTGCAGCGCAG  930 

 

Query  961   AACATCATCCAGGTATTGGCAGGTGCGCGCCCAATCAACGCTGCGAACCGTCTGCCCAAG  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  931   AACATCATCCAGGTATTGGCAGGTGCGCGCCCAATCAACGCTGCGAACCGTCTGCCCAAG  990 

 

Query  1021  GCCGAGCCTGCCGCATGT  1038 

             |||||||||||||||||| 

Sbjct  991   GCCGAGCCTGCCGCATGT  1008 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?RID=ZKXYVP1M11N&id=lcl%7C42875&tracks=%5Bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5D%5Bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5D%5Bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5D&v=0:1058&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
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Figura 29. Blast del pSyn_1/D-TOPO-PTXD. Este análisis se realizó con la secuencia 

obtenida con los oligonucleótidos pSynseqFW y pSynseqRev. 

 

VI.V Transformación de S. elongatus PCC7942 con plásmido pSyn_1/D-

TOPO-PTXD. 

Para transformar S. elongatus se utilizaron 2 protocolos distintos, el recomendado 

por Invitrogen (fabrica nte del kit GeneArt Synechococcus TOPO) y el desarrollado 

por Clerico que se modificó en el presente trabajo con el objetivo eliminar las 

trazas de Pi en las células. No solo se logró eliminar el Pi presente, si no también 

optimizar el número de colonias transformadas (Figura 30). La implementación 

del nuevo protocolo (Clerico modificado) resultó exitosa puesto que hubo un 

incremento de aproximadamente el 200% en el número de transformantes 

obtenidas.Z 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Número de colonias obtenidas de la transformación de S. elongatus 

PCC7942 con el vector pSyn_1/D-TOPO-PTXD. En azul se puede apreciar el número de 
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colonias obtenidas con el protocolo recomendado por el fabricante del kit GeneArt Synechococcus 

TOPO, en verde se pueden apreciar el número de colonias obtenidas con el protocolo de Clerico 

modificado.  

 

VI.VI Análisis de transformantes. 

 

 

VI.VI.I  PCR de colonia. 

 

 

Las transformantes obtenidas se analizaron por PCR de colonia proviniente de 

cultivo en medio BG-11 sólido con espectinomicina, se analizaron 90 clonas por 

PCR con los oligonucleotidos PTXDFW y PTXDRev, todas resultaron positivas. 

 

 

 

VI.VI.II Cinética de crecimiento de  las líneas 

transformantes PNi:PTXD. 

 

Se analizó el crecimiento de 5 cepas de S. elongatus transformadas con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PTXD, en la Figuras 31, 32 y 33 se muestra el 

comportamiento de tres de éstas.  



 113 

 

Figura 31. Cinética de crecimiento de la cepa transformada (clona 51) con el 

gen PTXD. En azul 0μM de Pi, 0μM de Phi. En morado 100μM de fosfito con 3μM de níquel. En 

verde 100μM de Phi. Y en rojo 100μM de Pi.  
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Figura 32. Cinética de crecimiento de la cepa transformada (clona 12) con el 

gen PTXD. En azul 0μM de Pi, 0μM de Phi. En morado 100μM de fosfito con 3μM de níquel. En 

verde 100μM de Phi. Y en rojo 100μM de Pi.  

 

Figura 33. Cinética de crecimiento de la cepa transformada (clona 28) con el 

gen PTXD. En azul 0μM de Pi, 0μM de Phi. En morado 100μM de fosfito con 3μM de Níquel. En 

verde 100μM de Phi. Y en rojo 100μM de Pi.  

 

En la Figura 34 se puede apreciar la diferencia en el crecimiento de la cepa 

transgénica 51, y la cepa silvestre como control de crecimiento.  
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Figura 34. Cinética de crecimiento comparativa, cepa transgénica (clona 51) 

con la cepa silvestre de S. elongatus. En azul y morado se puede apreciar el crecimiento 

de ambas cepas en medio BG-11 con 0 μM de Pi y 0 μM de Phi respectivamente. En verde se 

muestra el crecimiento de la cepa silvestre en medio enriquecido con Phi. La línea naranja 

representa la cepa transgénica 51 en Phi. El color cian y rojo corresponde al crecimiento en Pi de la 

cepa transgénica y la silvestre, respectivamente. 

 

Las cepas que contienen el gen PTXD muestran crecimiento óptimo en medio BG-

11 conteniendo 100μM de Pi, se probó esa misma concentración en medio 

suplementado con Phi, resultando muy poco crecimiento en comparación con Pi, a 

pesar de esto, se muestra un poco más de crecimiento que en medio carente de 

fuente fosfatada. La concentración de níquel presente en el medio de cultivo 

resulta desfavorable para el crecimiento de las 3 cepas evaluadas. 
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Debido al bajo crecimiento presentado en medio suplementado con Phi, se evaluó 

el aumento en la concentración de níquel el cual es agente inductor de la 

expresión del gen PTXD. Mostrando este incremento un efecto tóxico como se 

muestra en la Figura 35. 

 

 

Figura 35. Cinética de crecimiento de S. elongatus tipo silvestre en presencia 

de níquel. 

 

Debido al bajo crecimiento presentado por las cepas transgénicas en Phi, y el 

efecto no deseado al inducir el promotor de Ni, se optó por la alternativa de probar 

un promotor diferente para mejorar la expresión del gen PTXD. Por esta razón se 
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elaboró la construcción de plásmido pSyn_1/D-TOPO adicionando en la 

construcción un promotor inducible por 17.6 mM de Nitrato (PnirA) descrito por Qi 

et al. (2005). 

 

 

VI.VII Amplificación de promotor  inducible por Nitrato (PnirA) de S. 

elongatus PCC7942.  

 

El resultado del PCR para la obtención del PnirA se verificó, por medio de gel de 

agarosa (Figura 36). Se comprobó que la longitud de la región amplificada 

corresponde con la esperada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Análisis por electroforesis en gel de agarosa 2.5% BrEt del PCR 

realizado para amplificar el PnirA. Carril 1. 1Kb plus. Carril 2 y 3. PnirA (166pb). 
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VI.VIII  Clonación del PNirA en el vector pJET. 

 

 

El PnirA fue clonado en el vector pJet  y transformado en células de E. coli DH5- 

exitosamente, esto se corroboró por el perfil de DNA de algunas clonas obtenidas 

al ser digeridos con las enzimas Hind III y EcoR I que permiten la liberacion del 

fragmento de 166pb. (Figura 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Análisis por electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de DNA de 

bacterias transgenicas con el plásmido pJet, mediante digestion con enzimas 

Hind III y EcoR I. Carril 1.- 1kb plus, carril. 2-5.- DNA digerido con Hind III y EcoR I. 

 

 

 

160 pb 



 119 

 

 

VI.IX  Clonación de PNirA en pSyn_1/D-TOPO-PTXD. 

 

El DNA tratado con las enzimas de restricción genera el fragmento correspondiente 

a PnirA con los sitios especificos para la unión con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-

PTXD el cual se encuentra digerido también con estas enzimas lo que permite la 

unión direccional correcta. Esto se pudo verificar al transformar células de E. coli 

con el producto de esta ligación y obtener 4 colonias positivas. 

 

 

VI.X  Análisis del vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. 

 

Las cuatro colonias crecidas en el medio LB con el antibiótico de resistencia fueron 

analizadas para la comprobación de la presencia del pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD 

obteniendo los siguientes resultados. 

 

 

 VI.X.I        PCR 

 

Se realizó PCR con los oligonucleotidos PnirA FW y PnirA Rev, asi tambien con los 

oligonucleótidos recomendados por el fabricante del kit GeneArt Synechococcus, 
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esto para verificar la presencia de ambos genes de interes en la construcción. 

(Figura 38) 

 

 

 

Figura 38. Análisis por electroforesis en gel de agarosa para la verificacion del 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. A) Gel de agarosa al 2.5%  donde se muestra la 

amplificación con los oligonucleotidos PnirAFW y PnirARev. Carril 1.- 1kb plus, carril 2.- Clona 1. 

Carril 3.- Clona 2. Carril 4.- Clona 3. B) Gel de agarosa al 1% de la amplificación del gen PTXD. 

Carril 1.- 1kb plus, carril 2.- pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. Carril 3.- S. elongatus silvestre. Carril 4.-

Clona 1. Carril 5.- Clona 2. Carril 6.- Clona 3. 

 

 

 

 

 

A B 
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 VI.X.II    Secuenciacion. 

 

Se seleccionó la clona 1 para su análisis por secuenciación, con los oligonucleótidos 

recomendados por el fabricante del kit GeneArt Synechococcus. Siendo el 

resultado positivo a la presencia de ambos fragmentos de interés. (Figura 39). 

 

Figura 39. Secuencia pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. Secuencia obtenida con los 

oligonucleótidos pSynseqFW y pSynseqRev. En color amarillo se puede apreciar la secuencia 

codificante al promotor de nitrato PnirA (166 pb). En color cian se puede observar la secuencia 

correspondiente al gen que codifica para la enzima fosfito deshidrogenasa PTXD (1000 pb) y en 

rojo los codones de inicio y fin. 

 

ATTTCACCTGATTTCATACCCCCTTTGGCAGACTGGGAAAATCTTGGACAAATTCCCAATTTGAGGT

GGTGTGAAGCTTTCCCTCTCAGCTCCAAAAAGTATCAATGATTACTTAATGTTTGTTCTGCGCAAAC

TTCTTGCAGAACATGCATGATTTACAAAAAGTTGTAGTTTCTGTTACCAATTGCGAATCGAGAACTG
CCTAATCTGCCGAGTATGCAAGCTGCTTTGTAGGCAGATCAATCCGAATTCGAAGGAGCCCTTCAC

CTGCCATATGATGCTGCCGAAACTCGTTATAACTCACCGAGTACACGATGAGATCCTGCAACTGCT

GGCGCCACATTGCGAGCTGATGACCAACCAGACCGACAGCACGCTGACGCGCGAGGAAATTCTG

CGCCGCTGTCGCGATGCTCAGGCGATGATGGCGTTCATGCCCGATCGGGTCGATGCAGACTTTCT

TCAAGCCTGCCCTGAGCTGCGTGTAGTCGGCTGCGCGCTCAAGGGCTTCGACAATTTCGATGTGG
ACGCCTGTACTGCCCGCGGGGTCTGGCTGACCTTCGTGCCTGATCTGTTGACGGTCCCGACTGC

CGAGCTGGCGATCGGACTGGCGGTGGGGCTGGGGGCGGCATCTGCGGGCAGCAGATGCGTTCG

TCCGCTCTGGCGAGTTCCAGGGCTGGCAACCACAGTTCTACGGCACGGGGCTGGATAACGCTAC

GGTCGGCATCCTTGGCATGGGGCGCCCATCGGACTGATCCTTGGCATGGGCGCCCATCGGACTG

GCCCATGGCTGATCGCTTGCAGGGATGGGGGCGCGACCCTGCAGTACCACGAGGCGAAGGCTCT

GGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTGCGCCAGGTGGCGTGCAGCGAACTCTTCGCCAGC
TCGGACTTCATCCTGCTGGCGCTTCCCTTGAATGCCGATACCCAGCATCTGGTCAACGCCGAGCT

GCTTGCCCTCGTACGGCCGGGCGCTCTGCTTGTAAACCCCTGTCGTGGTTCGGTAGTGGATGAAG

CCGCCGTGCTCGCGGCGCTTGAGCGAGGCCAGCTCGGCGGGTATGCGGCGGATGTATTCGAAAT

GGAAGACTGGGCTCGCGCGGACCGGCCGCGGCTGATCGATCCTGCGCTGCTCGCGCATCCGAAT

ACGCTGTTCACTCCGCACATAGGGTCGGCAGTGCGCGCGGTGCGCCTGGAGATTGAACGTTGTG
CAGCGCAGAACATCATCCAGGTATTGGCAGGTGCGCGCCCAATCAACGCTGCGAACCGTCTGCC

CAAGGCCGAGCCTGCCGCATGTTAATCTAAAGGGTGTACCATATGCATCGAGTGCCTGGCGGCAG

TAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGT

AGTGTG 
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Esta secuencia fue analizada mediante un blast en la pagina web del The National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) mostrando los resultados siguientes 

(Figura 40 y 41): 

Figura 40. Blast del PnirA en pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. Este análisis se realizó 

con la secuencia obtenida con los oligonucleótidos pSynseqFW y pSynseqRev.  

 

 

De la misma manera se analizó la secuencia para verificar la presencia del gen de 

la PTXD en el vector. (Figura 41). 

Sequence ID: lcl|56903Length: 167Number of Matches: 1 

Related Information 
Range 1: 1 to 167Graphics 
Next Match 
Previous Match 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 
309 bits(167) 1e-88 167/167(100%) 0/167(0%) Plus/Plus 
Query  80   TCCCTCTCAGCTCCAAAAAGTATCAATGATTACTTAATGTTTGTTCTGCGCAAACTTCTT  139 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    TCCCTCTCAGCTCCAAAAAGTATCAATGATTACTTAATGTTTGTTCTGCGCAAACTTCTT  60 

 

Query  140  GCAGAACATGCATGATTTACAAAAAGTTGTAGTTTCTGTTACCAATTGCGAATCGAGAAC  199 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61   GCAGAACATGCATGATTTACAAAAAGTTGTAGTTTCTGTTACCAATTGCGAATCGAGAAC  120 

 

Query  200  TGCCTAATCTGCCGAGTATGCAAGCTGCTTTGTAGGCAGATCAATCC  246 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  TGCCTAATCTGCCGAGTATGCAAGCTGCTTTGTAGGCAGATCAATCC  167 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?RID=SN3V36G7114&id=lcl%7C56903&tracks=%5Bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5D%5Bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5D%5Bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5D&v=0:175&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
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Figura 41. Blast del gen PTXD en pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. Este análisis se 

realizó con la secuencia obtenida con los oligonucleótidos pSynseqFW y pSynseqRev 

Sequence ID: lcl|31711Length: 1011Number of Matches: 1 

Related Information 

Range 1: 1 to 1009Graphics 

Next Match 

Previous Match 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1688 bits(914) 0.0 1005/1042(96%) 33/1042(3%) Plus/Plus 

Query  278   ATGCTGCCGAAACTCGTTATAACTCACCGAGTACACGATGAGATCCTGCAACTGCTGGCG  337 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     ATGCTGCCGAAACTCGTTATAACTCACCGAGTACACGATGAGATCCTGCAACTGCTGGCG  60 

 

Query  338   CCACATTGCGAGCTGATGACCAACCAGACCGACAGCACGCTGACGCGCGAGGAAATTCTG  397 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    CCACATTGCGAGCTGATGACCAACCAGACCGACAGCACGCTGACGCGCGAGGAAATTCTG  120 

 

Query  398   CGCCGCTGTCGCGATGCTCAGGCGATGATGGCGTTCATGCCCGATCGGGTCGATGCAGAC  457 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121   CGCCGCTGTCGCGATGCTCAGGCGATGATGGCGTTCATGCCCGATCGGGTCGATGCAGAC  180 

 

Query  458   TTTCTTCAAGCCTGCCCTGAGCTGCGTGTAGTCGGCTGCGCGCTCAAGGGCTTCGACAAT  517 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   TTTCTTCAAGCCTGCCCTGAGCTGCGTGTAGTCGGCTGCGCGCTCAAGGGCTTCGACAAT  240 

 

Query  518   TTCGATGTGGACGCCTGTACTGCCCGCGGGGTCTGGCTGACCTTCGTGCCTGATCTGTTG  577 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241   TTCGATGTGGACGCCTGTACTGCCCGCGGGGTCTGGCTGACCTTCGTGCCTGATCTGTTG  300 

 

Query  578   ACGGTCCCGACTGCCGAGCTGGCGATCGGACTGGCGGTGGGGCTGGGGGCGGCATCTGCG  637 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 

Sbjct  301   ACGGTCCCGACTGCCGAGCTGGCGATCGGACTGGCGGTGGGGCTGGGG-CGGCATCTGCG  359 

 

Query  638   GGCAGCAGATGCGTTCGTCCGCTCTGGCGAGTTCCAGGGCTGGCAACCACAGTTCTACGG  697 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  360   GGCAGCAGATGCGTTCGTCCGCTCTGGCGAGTTCCAGGGCTGGCAACCACAGTTCTACGG  419 

 

Query  698   CACGGGGCTGGATAACGCTACGGTCGGCATCCTTGGCATGGGGCGCCCATCGGACTGATC  757 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| |||||||||  | 

Sbjct  420   CACGGGGCTGGATAACGCTACGGTCGGCATCCTTGGCATGGG-CGCC-ATCGGACTGG-C  476 

 

Query  758   CTTGGCATGGGCGCCCATCGGACTGGCCCATGGCTGATCGCTTGCAGGGATGGGGGCGCG  817 

             | |||| ||       ||||  || ||  | ||  ||| |   |  ||   |    ||   

Sbjct  477   CATGGC-TG-------ATCG--CTTGC--A-GG--GAT-G---G--GGC--G----CG--  507 

 

Query  818   ACCCTGCAGTACCACGAGGCGAAGGCTCTGGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTG  877 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  508   ACCCTGCAGTACCACGAGGCGAAGGCTCTGGATACACAAACCGAGCAACGGCTCGGCCTG  567 

 

Query  878   CGCCAGGTGGCGTGCAGCGAACTCTTCGCCAGCTCGGACTTCATCCTGCTGGCGCTTCCC  937 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  568   CGCCAGGTGGCGTGCAGCGAACTCTTCGCCAGCTCGGACTTCATCCTGCTGGCGCTTCCC  627 

 

Query  938   TTGAATGCCGATACCCAGCATCTGGTCAACGCCGAGCTGCTTGCCCTCGTACGGCCGGGC  997 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  628   TTGAATGCCGATACCCAGCATCTGGTCAACGCCGAGCTGCTTGCCCTCGTACGGCCGGGC  687 

 

Query  998   GCTCTGCTTGTAAACCCCTGTCGTGGTTCGGTAGTGGATGAAGCCGCCGTGCTCGCGGCG  1057 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  688   GCTCTGCTTGTAAACCCCTGTCGTGGTTCGGTAGTGGATGAAGCCGCCGTGCTCGCGGCG  747 

 

Query  1058  CTTGAGCGAGGCCAGCTCGGCGGGTATGCGGCGGATGTATTCGAAATGGAAGACTGGGCT  1117 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  748   CTTGAGCGAGGCCAGCTCGGCGGGTATGCGGCGGATGTATTCGAAATGGAAGACTGGGCT  807 

 

Query  1118  CGCGCGGACCGGCCGCGGCTGATCGATCCTGCGCTGCTCGCGCATCCGAATACGCTGTTC  1177 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  808   CGCGCGGACCGGCCGCGGCTGATCGATCCTGCGCTGCTCGCGCATCCGAATACGCTGTTC  867 

 

Query  1178  ACTCCGCACATAGGGTCGGCAGTGCGCGCGGTGCGCCTGGAGATTGAACGTTGTGCAGCG  1237 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  868   ACTCCGCACATAGGGTCGGCAGTGCGCGCGGTGCGCCTGGAGATTGAACGTTGTGCAGCG  927 

 

Query  1238  CAGAACATCATCCAGGTATTGGCAGGTGCGCGCCCAATCAACGCTGCGAACCGTCTGCCC  1297 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  928   CAGAACATCATCCAGGTATTGGCAGGTGCGCGCCCAATCAACGCTGCGAACCGTCTGCCC  987 

 

Query  1298  AAGGCCGAGCCTGCCGCATGTT  1319 

             |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  988   AAGGCCGAGCCTGCCGCATGTT  1009 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?RID=SN3AC36X114&id=lcl%7C31711&tracks=%5Bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5D%5Bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5D%5Bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5D&v=0:1059&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
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VI.XI Transformación de S. elongatus con el vector pSyn_1/D-TOPO-

PNirA-PTXD. 

 

Una vez verificado el vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD se transformó en S. 

elongatus, obteniendo abundantes colonias (Figura 42) de las cuales se cultivaron 

96 clonas,  en medio BG-11 con espectinomicina para escrutinio de 

transformantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Células de S. elongatus transformadas con el vector pSyn_1/D-

TOPO-PnirA-PTXD. Las células se encuentran creciendo en medio BG-11 con espectinomicina 

10 μg mL-1. 
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VI.XII Análisis de transformantes. 

 

Las clonas se analizaron mediante PCR de colonia, con los oligonucleótidos 

correspondientes al gen PnirA, los oligonucleòtidos para la amplificacion de PTXD, 

y los oligonucleótidos recomendados por el fabricante del kit. Todas las muestras  

analizadas, resultaron positivas a todos los PCR realizados. 

 

 

VI.XIII Cinéticas de crecimiento de S. elongatus transformadas con  

el vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD. 

 

 

VI.XIII.I            Cinética en concentraciones ascendentes de fosfato 

y/o fosfito. 

 

Se analizó la capacidad de 20 trasnsformantes de S. elongatus con el plásmido 

pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD de crecer en Phi. En las Figuras 43, 44 y 45 se 

muestra el crecimento celular de tres de las transfromantes analizadas. 



 126 

Figura 43. Células de S. elongatus transformadas con el vector pSyn_1/D-

TOPO-PnirA-PTXD clona O. En azul se puede apreciar el crecimiento en medio BG-11 con 25 

μM de Pi, el verde corresponde a 250 μM de Pi, el cian indica 1000 μM de Pi, el color rojo indica el 

crecimiento en 25 μM de Phi, el morado 250 μM  de concentración de Phi, y la línea naranja 

representa 1000 μM de Phi.  
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Figura 44. Células de S. elongatus transformadas con el vector pSyn_1/D-

TOPO-PnirA-PTXD clona P. En azul se puede apreciar el crecimiento en medio BG-11 con 25 

μM de Pi, el verde corresponde a 250 μM de Pi, el cian indica 1000 μM de Pi, el color rojo indica el 

crecimiento en 25 μM de Phi, el morado 250 μM  de concentración de Phi, y la línea naranja 

representa 1000 μM de Phi. 

 

Figura 45. Células de S. elongatus transformadas con el vector pSyn_1/D-

TOPO-PnirA-PTXD clona B. En azul se puede apreciar el crecimiento en medio BG-11 con 25 

μM de Pi, el verde corresponde a 250 μM de Pi, el cian indica 1000 μM de Pi, el color rojo indica el 

crecimiento en 25 μM de Phi, el morado 250 μM  de concentración de Phi, y la línea naranja 

representa 1000 μM de Phi. 

 

En la Figura 46 se muestra comparación entre una cepa transformante de S. 

elongatus con la construcción pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD y la cepa silvestre.  
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Figura 46. Gráfica de crecimiento comparativa de células de S. elongatus 

transformadas con el vector pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD clona A y la cepa tipo 

silvestre (WT). En colores suaves (pastel) se muestra la cepa transgénica A y en colores de 

tono firme la cepa silvestre. 

 

Las cepas transgénicas de S. elongatus no mostraron el crecimiento esperado en 

medio suplementado con Phi, el promotor de nitrato, no es suficiente para permitir 

el crecimiento en ninguna concentración de Phi.  

 

VI.XIII.II Cinética de crecimiento en medio BG-11 suplementado con 

ácido nicotínico. 

 

Se analizó si adicionar 20 μM de ácido nicotínico al medio de cultivo le resulta 

ventajoso a las transformantes crecidas en medio con Phi (Figura 47, 48, y 49), 
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esto debido a que el ácido nicotínico es un precursor en la biosintesis de NAD 

(IUBMB, 2008) el cual es cofactor de la enzima fosfito deshidrogenasa (PTXD) 

(White and Metcalf, 2007). 

 

Figura 47. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

ácido nicotínico cepa nombrada B. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 

100 μM de Pi y 20 μM de acido nicotínico. En rojo 100 μM de Phi con 20 μM de acido nicotínico. 
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Figura 48. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

ácido nicotínico cepa nombrada C. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 

100 μM de Pi y 20 μM de acido nicotínico. En rojo 100 μM de Phi con 20 μM de acido nicotínico. 

 

 

Figura 49. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

ácido nicotínico cepa nombrada D. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 

100 μM de Pi y 20 μM de acido nicotínico. En rojo 100 μM de Phi con 20 μM de acido nicotínico. 
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Figura 50. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado 

con ácido nicotínico cepa nombrada D y la cepa tipo silvestre. En azul se muestra el 

crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 20 μM de acido nicotínico para la cepa silvestre. 

En rojo 100 μM de Phi con 20 μM de acido nicotínico de S. elongatus silvestre. En verde se muestra 

el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 20 μM de acido nicotínico para la cepa 

transgénica D. En rojo 100 μM de Phi con 20 μM de acido nicotínico de la clona D. 

 

La falta de NAD no es lo que limita el crecimiento de  las cepas transgénicas de S. 

elongatus en medios enriquecidos con Phi, puesto que el incremento en ácido 

nicotínico no aumentó el crecimiento de éstas en comparación con la cepa tipo 

silvestre (Figura 50). 

 

Este resultado se encuentra apoyado por el obtenido al analizar el crecimiento de 

las células transformadas con el plasmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio 
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BG-11 enriquecido con sacarosa, puesto que la sacarosa al ser utilizada como 

fuente de Carbono, optimiza el gasto de NAD en la fase luminica de la fotosintesis.  

 

VI.XIII.III Cinética de crecimiento en medio BG-11 suplementado con 

Sacarosa. 

 

S. elongatus tiene la capacidad de crecer heterotróficamente en una concentración 

de 5 μM de sacarosa, y puesto que, las células transformadas poseen incapacidad 

de crecer en Phi, se pretende observar si la disminución de la actividad 

fotosintética representa una ventaja en el crecimiento celular, esto debido a que se 

disminuye el gasto energético (NAD) cofactor indispensable para la actividad de la 

enzima PTXD.( IUBMB, 2008), por esta razón se realizó cinética de crecimiento de 

4 líneas transformantes y la cepa silvestre en medio BG-11 enriquecido con 

sacarosa, este experimento se llevo a cabo con fotoperiodo de luz oscuridad 10/14 

(luz/oscuridad) h, probando dos intensidades lumínicas 100 μEinstein m-2 s-1 y 50 

μEinstein m-2 s-1 

 

 

Las Figuras 51, 52, y 53 muestran el comportamiento de tres clonas crecidas en 

alta luz, y la Figura 54 es una grafica comparativa de una cepa transformada y la 

cepa tipo silvestre. 
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Figura 51. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

sacarosa y 100 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada O. En 

azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM de sacarosa. En rojo 100 

μM de Phi con 5 μM de sacarosa. 

 

Figura 52. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/DPP-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 
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sacarosa y 100 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada P. En 

azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM de sacarosa. En rojo 100 

μM de Phi con 5 μM de sacarosa. 

Figura 53. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

sacarosa y 100 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada S. En 

azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM de sacarosa. En rojo 100 

μM de Phi con 5 μM de sacarosa. 
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Figura 54. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado 

con sacarosa, 100 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada S 

y la cepa tipo silvestre. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi 

y 5 μM de sacarosa para la cepa silvestre. En rojo 100 μM de Phi con 5 μM sacarosa de S. 

elongatus silvestre. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM 

de sacarosa para la cepa transgénica S. En morado 100 μM de Phi con 5 μM de sacarosa de la 

clona S. 

 

En las Fguras 55, 56, y 57 se pueden apreciar 3 lineas transformantes creciendo 

en baja intensidad luminosa, y de igual manera una gráfica comparativa (Figura 

56) entre la cepa silvestre y una cepa transgénica.  

Figura 55. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

sacarosa y 50 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada B. En 
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azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM de sacarosa. En rojo 100 

μM de Phi con 5 μM de sacarosa. 

Figura 56. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

sacarosa y 50 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada A. En 

azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM de sacarosa. En rojo 100 

μM de Phi con 5 μM de sacarosa. 
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Figura 57. Cinetica de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plasmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con 

sacarosa y 50 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada C. En 

azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM de sacarosa. En rojo 100 

μM de Phi con 5 μM de sacarosa. 

 

Figura 58. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado 

con Sacarosa, 50 μEinsteins m-2 s-1 de intensidad luminosa, cepa nombrada C 

y la cepa tipo silvestre. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi 

y 5 μM de sacarosa para la cepa silvestre. En rojo 100 μM de Phi con 5 μM sacarosa de S. 

elongatus silvestre. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 5 μM 

de sacarosa para la cepa transgénica C. En morado 100 μM de Phi con 5 μM de sacarosa de la 

clona C. 

 

Como se puede observar (Figuras 51-58) el NAD parece no ser un factor 

limitante para el crecimiento en Phi; puesto que, la adición de sacarosa al medio 
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de cultivo BG-11 no resulta favorable, a pesar de disminuir la intensidad luminosa 

y por ende la fase luminica de la fotosintesis, ahorrando asi, gasto de NAD lo que 

permite la disponibilidad de este para el uso como cofactor enzimatico.( IUBMB, 

2008) 

 

VI.XIII.IV Cinética de crecimiento en medio BG-11 suplementado con 

Fierro. 

 

Debido a las diferencias fenotípicas exitentes entre el crecimiento de las cepas de 

S. elongatus transgénicas en medio BG-11 con Pi en el cual crece verde azulado 

intenso y el presentado en Phi, en el cual presenta crecimiento de color amarillo 

claro, se probó enriquecer el medio de cultivo con Fe, puesto que se ha reportado 

que la carencia de este elemento en plantas superiores como lo es A. thaliana 

(Briat, Curie & Gaymard, 2007) y microalgas como C. Rehinhardtii (Kropat et al, 

2011) produce clorosis. Este experimento se realizó con una concentración de 100 

μM de Fe y se analizaron 12 cepas transformantes de las cuales se muestran 3 en 

las Figuras 59, 60 y 61. 
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Figura 59. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con Fe 

cepa nombrada B. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 100 

μM de sulfato de Fierro. En rojo 100 μM de Phi con 100 μM de sulfato de fierro. 
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Figura 60. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con Fe 

cepa nombrada A. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 100 

μM de sulfato de Fierro. En rojo 100 μM de Phi con 100 μM de sulfato de fierro. 

 

Figura 61. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado con Fe 

cepa nombrada P. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 100 

μM de sulfato de Fierro. En rojo 100 μM de Phi con 100 μM de sulfato de fierro. 
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Figura 62. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 suplementado 

con Sulfato de Fierro cepa nombrada B y la cepa tipo silvestre. En azul se muestra el 

crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 100 μM de sulfato de fierro para la cepa silvestre. 

En rojo 100 μM de Phi con 100 μM de sulfato de fierro de S. elongatus silvestre. En verde se 

muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 100 μM de sulfato de fierro para la 

cepa transgénica B. En morado 100 μM de Phi con 100 μM de sulfato de fierro de la clona B. 

 

El Fierro parece no estar limitando el crecimiento de transformantes de S. 

elongatus en medios enriquecidos con Phi. Puesto que no le confiere ventaja para 

adaptarse a esta condición, se aprecia en la Figura 62 la comparación de una 

cepa transgénica con la cepa silvestre como referencia. 
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VI.XIV Efecto de la adaptación (aclimatación) a Phi 

 

El cambio en la composición del medio de cultivo puede representar a S. elongatus 

dificultades para su adaptación a las nuevas condiciones (Schwarz & 

Forchhammer, 2005), razón por la cual se realizó la sustitución gradual de Pi por 

Phi. Para este análisis se cultivo S. elongatus tipo silvestre, y cuatro clonas en 

medio BG-11 con diferentes concentraciones de Pi y Phi. 

La primera etapa de este experimento fue el cultivo en medio con 500 μM de Pi 

con diferentes concentraciones de Phi. Se analizaron 4 clonas, 3 de ellas se 

muestran a continuación.(Figura 63, 64, 65). 

 

Figura 63. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona denominada O. 

En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 500 μM de Pi. En rojo 500 μM de Pi con 
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100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 500 μM de Pi y 200 μM de 

Phi. En morado 500 μM de Pi con 500 μM de Phi. 

 

 

Figura 64. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona denominada A. 

En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 500 μM de Pi. En rojo 500 μM de Pi con 

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 500 μM de Pi y 200 μM de 

Phi. En morado 500 μM de Pi con 500 μM de Phi. 
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Figura 65. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona denominada B. 

En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 500 μM de Pi. En rojo 500 μM de Pi con 

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 500 μM de Pi y 200 μM de 

Phi. En morado 500 μM de Pi con 500 μM de Phi. 

Figura 66. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona 

denominada O y la cepa tipo silvestre WT.  
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El tiempo de la cinética fue prolongado debido a que se pretende agotar las 

reservas de Pi que pudieran existir en las células. Teniendo así una duracion de 

168 horas. 

 

La Figura 66 muestra la comparacion en el crecimiento de una cepa transgénica y 

la tipo silvestre, se observa que el crecimiento para ambas es similar. 

 

La siguiente fase del expiremento, fue el cultivo en una concentración mas baja de 

Pi, con las mismmas concentraciones de Phi de la fase anteior; como se muestra 

en las Figuras 67, 68, y 69. 

 

 

 

Figura 67. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona denominada A. 
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En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo 100 μM de Pi con 

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 200 μM de 

Phi. En morado 100 μM de Pi con 500 μM de Phi. 

 

 

Figura 68. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona denominada B. 

En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo 100 μM de Pi con 

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 200 μM de 

Phi. En morado 100 μM de Pi con 500 μM de Phi. 
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Figura 69. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona denominada O. 

En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo 100 μM de Pi con 

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi y 200 μM de 

Phi. En morado 100 μM de Pi con 500 μM de Phi. 
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Figura 70. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona 

denominada O y la cepa tipo silvestre WT.  

 

En los resultados mostrados en las Figuras 63-70 se observa que el S. elongatus 

ya sea tipo silvestre, o transgénicas, tienen crecimiento óptimo, sin influir en el la 

concentración de Phi presente en el medio, como se ha reportado para otras 

cianobacterias como M. aeruginosa (Zhang et al. 2011).  

 

La última fase de este experimento consiste en cultivar las muestras de S. 

elongatus en medio BG-11 libre de Pi, conteniendo únicamente Phi como fuente de 

fósforo. 
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En las Figuras 71, 72 y 73 se observa el crecimiento de cepas transgénicas de S. 

elongatus en Phi, y en la Figura 74 se presenta la tipo silvestre creciendo bajo las 

mismas condiciones. 

Figura 71. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 con Phi, clona 

denominada A. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo  

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 200 μM de Phi. En 

morado 500 μM de Phi. 
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Figura 72. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 con Phi, clona 

denominada B. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo  

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 200 μM de Phi. En 

morado 500 μM de Phi. 

 

Figura 73. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 con Phi, clona 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 48 72 96 120 144

D
e

n
si

d
a

d
 ó

p
ti

ca
  

A
=

 7
5

0
n

m
 

tiempo (h) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 48 72 96 120 144

D
e

n
si

d
a

d
 ó

p
ti

ca
  

A
=

 7
5

0
n

m
 

tiempo (h) 



 151 

denominada O. En azul se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo  

100 μM de Phi. En verde se muestra el crecimiento en el tratamiento con 200 μM de Phi. En 

morado 500 μM de Phi. 

 

 

Figura 74. Cinética de crecimiento de S. elongatus transformada con el 

plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11 con Phi, cepa WT. En azul 

se muestra el crecimiento en el tratamiento con 100 μM de Pi. En rojo  100 μM de Phi. En verde se 

muestra el crecimiento en el tratamiento con 200 μM de Phi. En morado 500 μM de Phi 

 

La Figura 75 muestra la comparación en el crecimiento de una cepa transgénica y 

la tipo silvestre, se observa que el crecimiento para ambas es similar. 
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Figura 75. Cinética de crecimiento comparativa de S. elongatus transformada 

con el plásmido pSyn_1/D-TOPO-PnirA-PTXD en medio BG-11, clona 

denominada B y la cepa tipo silvestre WT. 

 

El crecimiento de S. elongatus en medio BG-11 con Phi como única fuente de 

fósforo no le permite crecer a ninguna de las cepas evaluadas en este 

experimento, esto nos indica que la adaptación a un nutriente diferente a Pi en el 

medio de cultivo no es el factor limitante para poder metabolizar el Phi.  

 

Todos los resultados antes descritos indican que el gen PTXD codificante a la 

enzima fosfito deshidrogenasa, no le confiere a S. elongatus la capacidad de crecer 

en prescencia de Phi. 
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VII. Discusión 

 

 

Las cianobacterias se encuentran entre los microorganismos de mayor distribución 

en la biosfera, su metabolismo se basa en la fotosíntesis oxigénica similar a la de 

las plantas, estos microorganismos están provistos de numerosos mecanismos que 

les permiten sobrevivir en condiciones de carencia de nutrientes, algunos de estos 

mecanismos son únicos para estos microorganismos (Schwarz and Forchhammer, 

2005). 

Existe un interés creciente por el desarrollo de técnicas eficientes del cultivo de 

cianobacterias, debido a que son una fuente de sustancias de uso industrial y 

farmacológico de gran valor económico; (Paniagua-Michel & Sasson 1995; De 

Philippis & Vicenzini 1998; Hejazi & Wijffles 2004; García-González et al., 2005, 

Dayananda et al., 2007). Los métodos de cultivo actualmente empleados incluyen 

opciones que van desde un costo muy elevado, hasta cultivos económicamente 

viables pero con gran susceptibilidad a la contaminación. Esta razón demanda la 

creación de alternativas que permitan realizar cultivos de cianobacterias en 

sistemas económicos que ofrezcan tener control sobre la pureza de estos. 

 

Recientemente, López-Arredondo y Herrera-Estrella han desarrollado un sistema 

que permite la fertilización al mismo tiempo que contrala la contaminación en 
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cultivos de plantas transgénicas superiores. Este sistema (ptxD-Phi) se basa en la 

actividad de la enzima fosfito deshidrogenasa para convertir el fosfito en fosfato 

que es la forma metabolizable de fósforo, dando excelentes resultados en pruebas 

de invernadero (López-Arredondo & Herrera-Estrella, 2012).  

 

Este descubrimiento abrió la posibilidad de implementar este sistema en 

cianobacterias. Para este fin se utilizó como cepa modelo S. elongatus PCC7942 la 

cual carece de la enzima PTXD, y no posee la capacidad de crecer en presencia de 

Phi en la Figura 21 (Zhang et al 2011). Podemos observar la inhibición del 

crecimiento de la cepa tipo silvestre, a la cual el Phi no le genera un efecto toxico, 

si no resulta un inhibidor del crecimiento, puesto que las células son viables al 

recultivarlas en medio de cultivo enriquecido con Pi. Esto aunado a los resultados 

mostrados en las graficas 63-70 demuestran que no existe riesgo alguno al medio 

ambiente en caso de existir una liberación de un efluente con contenido de Phi, 

puesto que no seria capaz de afectar el crecimiento de cianobcterias como los es 

S. elongatus PCC7942 las cuales podrían desarrollarse óptimamente al existir una 

fuente de Pi nadtural disponible en el entorno.  Celulas de esta cepa se sometieron 

a manipulación genética para introducir en su genoma el gen heterólogo 

codificante para la enzima fosfito deshidrogenasa. La trasformación se llevó a cabo 

con el plásmido vector pSyn_1/D-TOPO-PTXD el cual incluye un promotor activado 

por Níquel que permite la inducción de la expresión del gen de interés en tiempos 

cortos (López-Maury et al., 2002), siendo el níquel inductor indispensable para 
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mantener una actividad transcripcional elevada de la enzima PTXD, y el níquel 

presenta un efecto negativo en el crecimiento de S. elongatus, como se mostró en 

las Figuras 19-22 resulta inviable el aumento de este para producir la cantidad de 

la enzima necesaria para la oxidación del Phi. Existen pocos promotores reportados 

para la expresión constitutiva de genes heterólogos en S. elongatus uno de los que 

ha demostrado mejores resultados es el reportado por Qi y colaboradores (2005) 

el cual es inducible a una concentración de 17.6 mM de nitrato (PnirA) en el medio 

de cultivo, siendo esta la concentración óptima para el crecimiento de esta 

cianobacteria. Este promotor fue clonado en el vector pSyn_1/D-TOPO-PTXD los 

resultados obtenidos de las cepas transgénicas PnirA:PTXD mostraron intolerancia 

a Phi, la falta de funcionalidad de la enzima con dos prmotores disfintos, sugiere 

que esto no es una consecuencia de baja actividad transcripcional, puesto que el 

PnirA, es un promotor reportado como furte y funcional a tiempos prolongados. 

Todos estos resultados indican que podría existir un factor que se encuentre 

limitando la actividad de la enzima. Garcia-Costas y colaboradores (2001) han 

reportado que la enzima fosfito deshidrogenasa de P. stutzeri requiere NAD como 

cofactor. El ácido nicotínico juega un papel crucial, debido a que es un precursor 

simple en la biosíntesis de NAD. (IUBMB, 2008). La adición de este precursor en el 

medio de cultivo permitiría aumentar la cantidad de coenzima disponible para la 

reaccion redox de la enzima PTXD. También se hizo disminuir la actividad 

fotosintetica lo cual permitiría disminuir el gasto de NAD realizado en la fase 

lumínica y por consecuencia, mayor disponibilidad de la coenzima para la actividad 
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de la PTXD. Ambos resultados mostraron que la cantidad de NAD no es el factor 

limitante de la actividad de la enzima PTXD. 

 

El proceso de adaptacion a nuevas condiciones en el ambiente de crecimiento, 

puediera resultar estresante para S. elongatus, es por ello que la sustitución 

gradual de  Pi por Phi podría ser benéfico para el crecimiento en esta nueva fuente 

de fósforo. Los datos obtenidos sugieren que la aclimatacion a nuevas fuentes 

fosfatadas no es el factor que impide el crecimiento en prescencia de Phi. 

 

En general a través de estos resultados, se sugiere que el gen PTXD no es 

suficiente para conferir a S. elongatus la capacidad de crecer en presencia de Phi, 

mostrando así, que el sistema ptxd/Phi, tal como se mostró funcional en plantas 

superiores (Lopez-Arredondo & Herrera-Estrella 2012), no lo es en cianobacterias 

como S. elongatus. Se ha reportado en otras cianobacterias, como algunas 

especies de Prochlorococcus y Cyanothece, la existencia de un grupo de genes 

involucrados en mecanismos de transporte de Phi (ptxA, ptxB, ptxC) y fosfonatos 

(phnCDE), así como la prescencia del gen ptxD (Martínez et al., 2012). Teniendo 

en cuenta lo anterior se podría hipotetizar que en S. elongatus el factor limitante 

de las cepas transformadas con el gen que codifica para la enzima PTXD para su 

crecimiento en medios de cultivo con Phi como única fuente de fósforo, sería la 

falta de un sistema de transporte capaz de introducir el Phi dentro de la célula.  
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VIII. CONCLUSIONES. 

 

 

 El Phi no es un agente toxico para células silvestres de S. elongatus 

PCC7942. 

 

 El Phi es inhibidor en el crecimiento de células silvestres de S. elongatus 

PCC7942. 

 

 La introducción únicamente del gen PTXD P. stutzeri VM88 no confiere a S. 

elongatus PCC7942 la capacidad de utilizar Phi como única fuente de P. 

 

 Una falta de actividad transcripcional de los promotores que dirigen la 

expresión del gen PTXD no sería la responsable de la incapacidad de las 

clonas de crecer en medios con Phi, dado que se probaron dos promotores 

de naturaleza distinta, sin obtener mejoría en el crecimiento celular.  
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 El probable estrés asociado al cambio de nutriente en un medio de cultivo 

con Pi como fuente de fósforo a uno con Phi parece no ser el responsable 

del pobre desempeño de las cepas transgénicas de S. elongatus PCC7942. 

 

No existe evidencia alguna que indique que el Phi esta siendo introducido al 

interior celular, en donde la enzima PTXD tiene actividad, esto podría indicar que 

existe un problema en el transporte de Phi. 
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IX. PERSPECTIVAS. 

 

 

Debido a la falta de crecimiento de las células transgénicas de S. elongatus con las 

dos construcciones evaluadas en este trabajo, y los resultados de los experimentos 

se propone que la razón de la ausencia de crecimiento en medios de cultivo 

enriquecidos con Phi, podría ser consecuencia de que el Phi no esta siendo 

introducido al interior celular. Esto debido a que los transportadores de fosfonatos 

propios de S. elongatus son específicos para Pi, es decir que están especializados y 

tienen la capacidad de discriminar Pi de Phi, razón por la cual al se propone: 

 

 Hacer una nueva construcción para transformar células de S. elongatus la 

cual contenga el operón PTX de P. stutzeri VM88 que incluye los genes 

ptxA, ptxB, ptxC, ptxD y ptxE.  

 

 Evaluar la capacidad de las células transformadas con la construcción 

generada con el operon ptx de P. stutzeri para utilizar Phi como fuente de P. 

 

 Realizar un ensayo de actividad enzimática para la enzima PTXD que nos 

indique si ésta es funcional en S. elongatus PCC7942 y se encuentra 

realizando la conversión Phi a Pi. 
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 Determinar si el uso de Phi es una estrategia eficiente como control de 

pureza en sistema de cultivos abiertos de S. elongatus transgénicas.  

 

 Evaluar si el Phi puede ser empleado como marcador de selección primario 

para transformaciones de S. elongatus.  
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XI. ANEXOS. 
 
 
 
Anexo 1. Preparación Buffer TAE. 
 
 
 

Reactivo Cantidad 

Tris-base 242 g 

Ácido acético  57.1 mL 

EDTA (0.5M EDTA-Na) 100mL 

H2O Aforar a 1L 

 
 
NOTA: Con la preparación anterior obtenemos TAE 50X, en este trabajo se utilizó 
buffer TAE 1X. 
 
Por lo que de la solución descrita (TAE 50X), se toman 20mL y se diluyen en 
980mlL de agua destilada. 
 
 
 
 
Anexo 2. Preparación Buffer de carga “Orange G”. 
 
 
 

Reactivo Cantidad 

Orange G 0.125 g 

Glicerol 30% 15mL 

Tris-HCl (1 M) 0.5 mL 

EDTA (0.5 M) 2.5 mL 

H2O 32 mL 

 
NOTA: Disolver el Orange G en agua, y a esta solución adicionar los demás 
componente. 
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Anexo 3. Metodología para células electrocompetentes de E. coli DH5-. 
 
 
 

1. Inocular una colonia de E. coli en 5mL de medio liquido LB. 
 

2. Incubar durante 12 horas  a 37ºC con agitación orbital continua de 200 
rpm. 

 
 

3. Pasado este tiempo, tomar 2.5mL de este cultivo, e inocular en 250mL de 
medio líquido YENB.  
 

4. Incubar en un matraz Erlenmeyer de 500mL a 37ºC y 200rpm, hasta 
obtener OD600=1 (recomendado 0.6). 

 
5. Una vez alcanzada esta OD (aproximadamente 4h), enfriar por 15 minutos 

en agua helada. 
 

6. Centrifugar a 4000 rpm por 15 min a 4ºC de temperatura. 
 

7. Decantar. 
 

8. Resuspender el concentrado celular en 100 mL de agua destilada estéril fría. 
 

9. Repetir pasos 6-8. (3 veces). 
 

10. Resuspender el concentrado celular en 50 mL de glicerol frio estéril al 10%. 
 

11. Centrifugar a 4000 rpm por 15 min a 4ºC de temperatura. 
 

12. Resuspender el concentrado celular en en 1mL de glicerol estéril y frio al 
10%. 

 
13. Hacer alícuotas y congelar inmediatamente en N2, almacenar a -70ºC hasta 

su uso. 
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Anexo 4. Composición de medio SOC. 
 
 
 

Reactivo Cantidad 

Extracto de levadura 5 g 

Triptona 20 g 

Cloruro de sodio (5M) 2 mL 

Cloruro de potasio (1M) 2.5 mL 

Cloruro de magnesio (1M) 10 mL 

Sulfato de magnesio (1M) 10 mL 

Glucosa (1M) 20mL 

H2O Aforar a 1L 

 
NOTA: Ajustar pH a 7.0 con NaOH. 

 

 
 


