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RESUMEN 

Las microalgas son un grupo de microorganismos, eucariotas y procariotas, mayormente 

fotosintéticos, con diversos roles en los ecosistemas acuáticos y terrestres. Son actualmente muy 

reconocidas debido a sus potencialidades en salud, ambiente y energía, debido a que producen 

sustancias de interés terapéutico, como antitumorales y antivirales, y nutraceútico, como ácidos 

✒�✄✟✌✟ ✁✌✏✝✝✓✟✄✠✑�✄✁✌✟ ✠✝✁✌ ✂-3, de cadena larga. Relacionados al aspecto medioambiental, está 

descripto su empleo en la biorremediación de zonas contaminadas con metales pesados o su uso en 

la reducción de la carga orgánica de ciertos efluentes. Se destacan además algunas cepas de 

microalgas por su capacidad de sintetizar y acumular elevadas cantidades de aceites, propiedad que 

se aprovecha para obtener la materia prima necesaria para la producción de biodiesel. La naturaleza 

fotosintética de estos microorganismos, vinculada a la acumulación de almidón, permite proyectar 

su empleo en la producción de etanol u otros alcoholes apreciados como biocombustibles. La 

acumulación de tales materiales de reserva en las células de microalgas, está asociada a diferentes 

factores tales como el estrés salino y la depleción de la fuente de nitrógeno. Los mecanismos 

moleculares asociados a este fenómeno comienzan a ser dilucidados, especialmente en organismos 

modelos como Chlamydomonas reinhardtii. Además de la capacidad fotosintética (autotrófica) de 

las microalgas, muchas especies son capaces de crecer en condiciones mixotróficas (en presencia 

simultánea de luz y fuentes de carbono-energía orgánica) o heterotróficas (en oscuridad y sólo con 

fuentes de carbono-energía orgánica). El poder variar las condiciones de cultivo, permite maximizar 

los rendimientos de los bioproductos según las condiciones metabólicas que favorezcan su 

producción. A su vez, permite simplificar los procesos de cultivo ya que en condiciones 

heterotróficas se pueden emplear sistemas de cultivo tradicionales, mejor caracterizados y de los 

cuales existe mayor experiencia para su escalamiento.  

En la naturaleza existen también microorganismos denominados quimiolitoautótrofos que, como los 

organismos fotosintéticos, asimilan el CO2 atmosférico para cubrir la demanda de carbono que 

precisan para su crecimiento, obteniendo en este caso la energía a partir de la oxidación de 

compuestos inorgánicos en presencia de oxígeno. Estos microorganismos son relevantes en los 

ciclos biogeoquímicos donde cumplen un rol fundamental en el movimiento de nitrógeno, oxígeno, 

hidrógeno, calcio, sodio, azufre, fósforo, potasio, carbono y otros elementos entre los seres vivos y 

el ambiente. Un ejemplo de estos organismos lo constituye Nitrosomonas europaea, una bacteria 

nitrificante que fija el CO2 a expensas de la energía que obtiene de la oxidación del amoníaco a 

hidroxilamina. N. europea, a pesar de ser un organismo procariota, utiliza para la fijación del 

carbono ciclos y vías metabólicas similares a la de los organismos fotosintéticos eucariotas. Dado 
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su rol en la naturaleza, los estudios bioquímicos de este microorganismo se inclinaron hacía la 

comprensión del proceso de nitrificación, mientras que el estudio del metabolismo del carbono 

quedó rezagado.  

En este trabajo, buscamos entender mejor el flujo del carbono y la energía en células con diferentes 

características tróficas y diferentes formas de obtención de energía, mediante el estudio de enzimas 

claves de las vías metabólicas que convierten el carbono y transforman la energía. Con este 

objetivo, nos centramos en el estudio molecular, cinético y regulatorio de enzimas 

la glyceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante dependiente de NADP+ 

(np-Ga3PDHasa), la glyceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante dependiente de NADP+ 

(Ga3PDHasa A/B), la glyceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante dependiente de NAD+ 

(Ga3PDHasa) y la ADP glucosa pirofosforilasa (ADP-Glc PPasa).  

En el caso de Chlorella, medimos la actividad de las enzimas en extractos celulares obtenidos al 

cultivar células en diferentes condiciones y, además, caracterizamos cinéticamente algunas de las 

enzimas que pudimos obtener en forma recombinante empleando Escherichia coli como huésped. 

Además, modificamos genéticamente una cepa de Chlorella sp. para evaluar el impacto de la 

sobreexpresión de una de las enzimas claves para la síntesis de poder reductor, en el metabolismo 

de acumulación de reservas de carbono.  

Partiendo de cultivos autotróficos y heterotróficos de la cepa de Chlorella spp., se realizaron 

diferentes extracciones que nos permitieron cuantificar el contenido de triacilglicéridos, almidón, 

proteínas y determinar la actividad de enzimas relacionadas al metabolismo del carbono. A partir de 

los resultados obtenidos y comprando ambas condiciones de cutlivo, pudimos concluir que en 

condiciones heterotróficas se favorece la síntesis de lípidos en detrimento de la acumulación de 

almidón, mientras que ocurre lo opuesto en condiciones autotróficas. Cuando hubo un aumento en 

la cantidad de lípidos, también detectamos una mayor actividad de la Ga3PDHasa. Mientras que, en 

condiciones autotróficas, donde se acumula mayor cantidad de almidón, incrementó la actividad de 

la ADP-Glc PPasa. Además, caracterizamos de forma comparativa los cultivos de Chlorella sp., C. 

protothecoides, C. saccharophila y C.vulgaris tanto en condiciones autotróficas y heterotróficas, 

resultando que a excepción de C.vulgaris, las diferentes cepas acumulan mayor cantidad de lípidos 

en condiciones heterotróficas. 

Para poder caracterizar las propiedades regulatorias, cinéticas y estructurales de las enzimas de 

Chlorella variabilis antes mencionadas, identificamos en las bases de datos los genes que las 

codifican mediante homología de secuencias empleando como molde enzimas ya caracterizadas. 
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Luego de identificarlos, se clonaron los genes CvagapN, CvagapA, CvaGapC y los genes que 

codifican las subunidades large, small y smarge de la ADP-Glc PPasa. Todos estos genes se 

expresaron en Escherichia coli, evaluando para todos los casos numerosos ensayos de expresión 

cambiando los plásmidos, las cepas de E. coli y las condiciones de cultivo. Los genes, CvagapN 

(que codifica para la np-Ga3PDHasa) y los correspondientes a las diferentes subunidades de la 

ADP-Glc PPasa, se expresaron principalmente de manera insoluble o carecían de actividad 

enzimática. Con respecto al gen CvagapA, que codifica para una Ga3PDHasaA, logró expresarse y 

purificarse mediante varios pasos, pero al determinar su actividad enzimática esta resulto tener una 

actividad muy baja en comparación a lo determinado para la misma enzima en otros organismos. 

Por estos motivos, no se avanzó en la caracterización cinética y estructural de dichas enzimas. Por 

último, cuando buscamos el gen CvaGapC que codifica una Ga3PDHasa citosólica., encontramos 

dos genes que codifican para la misma enzima, tal como ocurre en Chlorella pyrenoidosa, 

Chlamydomonas reinhardtii y Arabidospsis thaliana. Ambos genes se clonaron, expresaron y 

purificaron mediante cromatografía de unión a metal. En ambos casos se obtuvo la enzima de forma 

activa y con valores de actividad similares a los ya informados para otras Ga3PDHasas. La 

determinación de la masa molecular indicó que la isoforma Ga3PDHasa-1 recombinante es activa 

en una conformación nativa homohexamérica, mientras que la Ga3PDHasa-2 resultó ser activa con 

una estructura cuaternaria del tipo homotetramérica. Ambas isoformas resultaron ser específicas 

para el par NAD+/NADH. Se calcularon los parámetros cinéticos en ambos sentidos de la reacción, 

oxidación de Ga3P y reducción de 1,3bisPGA. Comparando los valores obtenidos para cada una de 

las enzimas, se observó que la Ga3PDHasa-1 tiene aproximadamente el doble de afinidad por el D-

Ga3P y la mitad de la afinidad por el NAD+ que la Ga3PDHasa-2. Mientras que, las isoformas no 

presentaron diferencias significativas con respecto a la velocidad máxima en sentido de oxidación 

del D-Ga3P. En el sentido inverso de reacción, la velocidad de reducción del 1,3bisPGA es dos 

veces mayor cuando ocurre mediante la Ga3PDHasa-1, sin observarse diferencias en la afinidad por 

los sustratos con la Ga3PDHasa2. Cabe mencionar que la cinética de reacción de las Ga3PDHasas 

citosólica en sentido de reducción del 1,3bisPGA, es muy poco estudiada por lo que estos resultados 

aportan información novedosa sobre el comportamiento de las isoformas de las Ga3PDHasas.    

Respecto a la modificación genética de Chlorella sp., se evaluaron varias metodologías de 

transformación hasta encontrar una resultó exitosa y fácilmente aplicable. Luego de seleccionar los 

clones de Chlorella sp. que expresaban el gen introducido mediante ingeniería genética, las células 

se cultivaron en condiciones de cultivo auto-, hetero- y mixo-tróficas. En comparación con la cepa 

sin editar genéticamente, al inicio de la fase estacionaria del cultivo las células transformadas 

alcanzaron una densidad celular menor. Sin embargo, al cuantificar los compuestos de reserva, se 
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pudo determinar que las cepas de Chlorella sp. que sobreexpresaban el gen de interés fueron 

capaces de acumular entre 20-50 veces más mg TAG por gramo de biomasa en comparación con la 

cepa control. Esto indica que la expresión de un único gen exógeno en Chlorella sp., incidió 

significativamente en el flujo metabólico favoreciendo la síntesis y acumulación de ácidos grasos 

por sobre la acumulación de almidón que disminuyó de 2 a 5 veces.   

En el caso de N. europea, adquirimos su ADN genómico y amplificamos a partir del mismo los 

genes que codfican para la Ga3PDHasa (codificada por el gen cbbG) y la succinato semialdehído 

deshidrogenasa (SSADHasa, codificada por el gen gabD). Ambas preoteínas de produjeron forma 

recombinante clonando los ADNc correspondientes en plásmidos de expresión adecuados y 

transformando células de E. coli. Las dos enzimas se obtuvieron como polipéptidos fusionados a 

una etiqueta de histidinas, presentando actividad enzimática y lográndose purificar a homogeneidad 

electroforética.  

En N. europaea, la Ga3PDHasa participaría en diferentes vías metabólicas: fijación del carbono 

mediante el ciclo de Benson-Calvin-Basham (BBC), la glucólisis y/o la gluconeogénesis, 

catalizando la oxidación reversible del Ga3P a 1,3bisPGA. En organismos eucariotas que emplean 

el ciclo de BBC, el cofactor clave para la transferencia del poder reductor a las triosas-P es el 

NADP+; sin embargo, la enzima de N. europaea es específica para el NAD+. Esto indica que 

independientemente de la vía metabólica en la que participe la Ga3PDHasa de N. europaea, la 

enzima emplea NAD para llevar a cabo su función.  Tratándose de en un organismo 

quimiolitoautotrófico procariota que carece de vías catabólicas, entendemos que se logra un ahorro 

significativo de energía al usar NADH en lugar de NADPH (el cual es generado a partir del NADH 

en una reacción dependiente de energía) para reducir 3-PGA.  

En cuanto al gen gabD, a partir de la búsqueda realizada in sílico en la base de datos del genoma de 

N. europea se pudo identificar por similitud de secuencias que codificaría una SSADHasa (similar a 

la de Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus tokadaii) y/o una np-Ga3PDHasa (similar a la de 

Sulfolobus tokadaii y Ttriticum aestivum). Estas dos enzimas están muy relacionadas en su 

secuencia y pertenecen a la superfamilia de las aldehído DHasas. De los estudios cinéticos 

realizados con la enzima que obtuvimos de forma recombinante, pudimos determinar que GabD 

puede catalizar la oxidación irreversible del Ga3P a 3PGA utilizando tanto NAD+ como NADP+ 

como cofactor, asemejándose así a la función que cumplen las np-Ga3PDHasas. Sin embargo, la 

actividad de la enzima al reemplazar el Ga3P por SSA, fue tres y cuatro órdenes de magnitud mayor 

en presencia de NAD+ o NADP+, respectivamente. Todos estos resultados sugirieron que GabD 

codifica para una SSADHasa que preferiblemente usa NADP+ como cofactor pero que es promiscua 
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por el NAD+. Los estudios realizados para comprender la función de la SSADHasa en N. europea 

indicaron que la misma participaría del ciclo del ácido tricarboxílico, conviertiendo el SSA, 

resultante de la descarboxilación del ✁-cetoglutarato por la descarboxilasa específica (enzima 

anotada como NE2374 en la base de datos NCBI), en succinato. Así, estas dos enzimas serían 

capaces de cerrar el ciclo del TCA en N. europaea que hasta el momento se consideraba en forma 

de herradura, planteando así una vía alternativa que también se ha descripto en micobacterias, 

Rhodococcus y cianobacterias. 

Los resultados obtenidos en este trabajo, contribuyen a la comprensión de los roles metabólicos 

desempeñados por las enzimas estudiadas en organismos con metabolismo auto-, hetero. y 

quimiolitoauto-trófico. Específicamente, los estudios comparativos realizados proporcionan 

información metabólica valiosa en dos organismos de relevancia en la naturaleza y con perspectivas 

biotecnológicas promisorias.  
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ABSTRACT 

Microalgae are a group of microorganisms, both eukaryote and prokaryote, mostly photosynthetic, 

with different roles in aquatic and terrestrial ecosystems. They are recognized due to its potential 

biotechnological application in health, environment and energy. The different microalgae organisms 

produce a battery of compounds of therapeutic interest as antitumor, antiviral, and nutraceutical, 

like the ✏✌✓✒ ✎✍✄✝✓ ✂-3 polyunsaturated fatty acids. In the environment, they are use for 

bioremediation of heavy metals contaminated zones or for reducing the organic compounds present 

in specific effluents. Also, some microalgae have the ability to produce high quantities of oils that 

constitute a raw material for biodiesel production. The photosynthetic nature of microorganisms, in 

relation with starch accumulation, is a promising source to produce ethanol or other alcohols 

employed as biofuels. The accumulation of carbon reserves in some microalgae is related with 

different factors such as saline stress, depletion of nitrogen source and other culture conditions. The 

metabolic pathways and the culture conditions favoring the accumulation of carbon reserves as oil 

or starch are starting to be elucidated, especially in model organisms such as Chlamydomonas 

reinhardtii. Beyond the photosynthetic capacity (autotrophic metabolism) of microalgae, many 

strains are able to growth in mixotrophic (concurrent presence of light and organic carbon and 

energy source) or heterotrophic (in darkness with organic carbon-energy source) conditions, 

allowing the maximization of bioproducts yields according to the culture condition favoring the 

metabolic scenario for the bioproduct synthesis. At the same time, the alternative culture conditions 

may simplify the scaling process, being the heterotrophic conditions suitable for traditional 

industrial culture systems that are well characterized.  

In nature, there are also microorganisms that are called chemolithoautotroph. This organisms, as 

photosynthetic ones, are able to capture atmospheric CO2 to satisfy the carbon demand using the 

energy obtained from the oxidation of inorganic compounds in the presence of oxygen. These 

microorganisms are relevant in the biogeochemical cycles where they play fundamental roles in the 

interconversion of nitrogen, oxygen, hydrogen, calcium, sodium, sulfur, phosphorus, potassium, 

carbon and other elements between living organisms and the environment. An example of these is 

Nitrosomonas europaea, a nitrifying bacteria able to fixed CO2 at the expense of the energy 

obtained from the oxidation of ammonium to hydroxylamine. N. europaea, a prokaryotic organism, 

can fixed the CO2 using similar metabolic pathways than the photosynthetic eukaryotic organisms. 

Given its role in nature, the biochemical studies in N. europaea were focus towards the nitrification 

process, while the study of its carbon metabolism was left behind.   
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In this project, we aim to better understand the carbon and energy flux in cells with different trophic 

characteristics by studying key enzymes involved in the metabolic pathways that convert carbon 

and transformed the energy. With this purpose, we selected Chlorella sp. and N. europaea as model 

organisms and using different strategies, we studied the molecular, kinetic and regulatory properties 

of the following enzymes: cytosolic (NADP+ dependent) non-phosphorylating glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (np-Ga3PDHase), plastidic (NADP+ dependent) phosphorylating 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Ga3PDHase A/B), cytosolic (NAD+ dependent) 

phosphorylating glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Ga3PDHase) and ADP-glucose 

pyrophosphorylase (ADP-Glc PPase). 

In the case of Chlorella, we culture different species under different trophic conditions and 

measured the enzymes activity in the cell extracts. We also kinetically characterize some enzymes 

that we recombinant expressed in Escherichia coli. Additionally, we genetically modify Chlorella 

sp. cells to express a key enzyme for synthesis of reducing power and evaluate the impact of the gen 

overexpression in the metabolism of carbon reserve accumulation. Starting from autotrophic and 

heterotrophic culture of Chlorella spp. cells, we quantified the content of triacylglycerides (TAGs), 

starch and proteins, and determined some enzymes activities related to the carbon metabolism. 

Based on the results, when both culture conditions were compared it was concluded that in 

heterotrophic conditions carbon sources are best reserves as lipids instead of starch, while the 

opposite was determined under autotrophic culture conditions.  When lipids accumulation was 

increased, it was detected a greater Ga3PDHase activity. Under autotrophic conditions, where 

carbon is better accumulated as starch, the ADP-Glc PPase activity was increase. The same results 

were obtained when we culture Chlorella sp., C. protothecoides, C. saccharophila under 

autotrophic and heterotrophic conditions, resulting C. vulgaris an exception as it accumulated the 

same quantity of lipids and starch under both culture conditions.  

In order to characterize the regulatory, kinetic and structural properties of Chlorella variabilis 

enzymes we identify in the database by sequence homology the genes encoding the enzyme 

mention before. The CvagapN, CvagapA, CvaGapC genes and the genes encoding for the large, 

small and smarge subunits of the ADP-Glc PPase were identified, cloned and expressed in 

Escherichia coli.  For all the genes we assayed different expression conditions changing the 

expression plasmids, the E. coli strains and the culture media. The genes, CvagapN (which codes 

for np-Ga3PDHase) and those corresponding to the different subunits of the ADP-Glc PPase, were 

mainly expressed as insoluble polypeptides or soluble polypeptides without enzymatic activity. The 

CvagapA gene, coding for a Ga3PDHasaA, was soluble expressed and purify by several steps, a 

very low enzymatic activity was detected not comparable with the activity determined for the same 
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enzyme in other organisms. For the reasons mention in each case, we not continue with the kinetic 

and structural characterization of these enzymes. For the Ga3PDHasa we found two genes, 

CvagapC-1 and CvagapC-2 encoding the same enzyme, as was also reported in Chlorella 

pyrenoidosa, Chlamydomonas reinhardtii and Arabidospsis thaliana. Both genes were cloned, 

expressed and purified by immobilized-metal affinity chromatography, and both recombinant 

proteins were active enzymes with activity values similar to those reported for other Ga3PDHases. 

The native molecular mass determined for the active recombinant Ga3PDHase-1 was an 

homohexamer, while for the Ga3PDHase-2 isoform was an homotetramer. When we kinetically 

characterized the enzymes in both directions of the reaction, oxidation of Ga3P and reduction of 

1.3bisPGA, it was determined that both isoforms were specific for the NAD+/NADH pair. 

Comparing the values obtained for each enzyme, the Ga3PDHase-1 showed a twice affinity for D-

Ga3P and a half affinity for NAD+ than Ga3PDHase-2, while both isoforms showed similar Vmax for 

the oxidation of D-Ga3P. In the reverse direction of reaction, the reduction rate of 1.3bisPGA was 

two times higher when was catalyze by the Ga3PDHase-1 instead of the Ga3PDHase-2. Kinetic 

characterization of cytosolic Ga3PDHases in the reduction of 1,3bisPGA sense of reaction, is not 

frequently determined, so it constitute valuable information to better know the activity of the 

Ga3PDHases isoforms. 

Regarding the genetic modification of Chlorella sp., we evaluated several transformation 

methodologies until we found a successful and easily applicable transformation protocol. To select 

the genetically engineered Chlorella sp. clones expressing the recombinant gene introduced, the 

cells were grown under auto-, hetero- and mixo-trophic conditions, and the insertion of the 

exogenous gene into the genomic DNA was checked by PCR. Compared to the wild type strain 

(control strain), the culture of the genetically engineered Chlorella sp. cells reached a lower cell 

density at the beginning of the lag phase. However, when we quantify the accumulation of reserve 

compounds, we determined that Chlorella sp. cells expressing the exogenous gene were able to 

accumulate between 20-50 times more TAGs per gram of biomass when compared to the control 

strain. This shows that the expression of this single gene in Chlorella sp.  significantly influenced 

the metabolic flow favoring the synthesis and accumulation of fatty acids in detriment of the starch 

accumulation which decreased between 2-5 times. 

In the case of N. europaea, we acquire its genomic DNA to amplified the genes cbbG and gabD. 

Both recombinant proteins were expressed by cloning the corresponding cDNA into an expression 

plasmid and using E. coli cells as a host. Both enzymes were obtained as polypeptides fussed to an 

N-term His-tag, purified until electrophoretic homogeneity and showed fully active. 
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The cbbG gene encodes for the Ga3PDHase. In N. europaea, Ga3PDHase would be part of 

different metabolic pathways: carbon fixation by the Benson Calvin Basham cycle (BBC), 

glycolysis and/or gluconeogenesis, catalyzing the reversible oxidation of Ga3P to 1,3bisPGA. In 

eukaryotic organisms using the BBC cycle, the key cofactor to the transfer of reducing power to the 

P-triose is NADP+; however, the enzyme from N. europaea was specific for NAD+. This shows that 

regardless of the metabolic pathway in which the Ga3PDHase from N. europaea is being involved, 

the enzyme will only use NAD+ to carry out its enzymatic activity. In the case of prokaryotic 

chemolithoautotrophic organisms, like N. europaea, which lacks catabolic pathways, it is 

hypothesized that the cells will significantly save energy by using NADH instead of NADPH 

(which is generated from NADH in an energy dependent reaction) to reduce 3-PGA. 

The gabD gene from N. europaea, was identified by sequence homology as a semialdehyde 

succinate dehydrogenase (SSADHase), similar to Sulfolobus solfataricus and Sulfolobus tokadaii 

proteins; and as a np-Ga3PDHasa, similar to Sulfolobus tokadaii and Triticum aestivum proteins. 

These two enzymes are closely related in their sequence and belong to the aldehyde DHases 

superfamily. From the biochemical studies assayed in this work with the recombinant enzyme, it 

was clear that the GabD protein was active to irreversibly oxidized the Ga3P to 3PGA using NAD+ 

or NADP+ as a cofactor, resembling the activity of the np-Ga3PDHases. However, when Ga3P was 

replaced by SSA as substrate the catalytic efficiency for the oxidation of SSA, was 3 and 4 orders of 

magnitude higher with NAD+ and NADP+, respectively. All these results suggest that the GabD 

protein was better function as a SSADHase preferably using NADP+, but being promiscuous for 

NAD+. To understand the role of the SSADHase in the N. europaea metabolism, we search for the 

role of the enzyme in other related organisms and searched for all the genes that would be related to 

the identified metabolic pathways in N. europaea.  In this scenario it was identified that the enzyme 

would be involve in the TCA cycle, specifically oxidizing to succinate the SSA resulting from the 

decarboxylation of the ✁-ketoglutarate catalyzed by the specific decarboxylase (annotated as 

NE2374 in the N. europae genome). Together, these two enzymes would replace the missing 

enzyme and close the N. europaea TCA cycle by this alternative pathway also found in 

Mycobateria, Rhodococcus and Cyanobateria. 

Results reported in this work contribute to the understanding of metabolic roles played by the 

enzymes studied in organisms with auto-, hetero- and chemolithoauto-trophic metabolism. 

Specifically, the comparative works give valuable information with respect to the carbon 

metabolism that it is reserve as different compounds in two organisms that are relevance in nature 

and promising for biotechnological applications. 
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INTRODUCCIÓN 

La célula 

Uno de los principios fundamentales de la biología es que todos los organismos vivos están 

compuestos de una o más unidades similares conocidas como células. La palabra célula, fue usada 

por primera vez en un sentido biológico hace aproximadamente 350 años. En el siglo XVII, el 

científico inglés Robert Hooke, usando un microscopio fabricado por él mismo, notó que el corcho 

y otros tejidos vegetales estaban constituidos por pequeñas cavidades separadas por paredes. Llamó 

a estas cavidades células, cuyo significado es ☛habitaciones pequeñas✕. Sin embargo, la célula no 

adoptó su acepción actual de la unidad básica de la materia viva hasta unos 150 años después [1]. 

En 1838 Matthias Schleiden, para los tejidos vegetales, y en 1839 Theodor Schwann, para los 

tejidos animales, concluyeron que todos los tejidos de los organismos vivos consisten en masas de 

células organizadas. En 1858 el patólogo Rudolf Virchow generalizó diciendo: ☛�✌✓✁✆ ✆✍✝✟✠✆ ✑✓✄

célula debe haber habido una célula preexistente, así como un animal surge solamente de un animal 

y una planta surge solamente de una planta. A través de toda la serie de formas vivas, sean 

organismos animales o vegetales enteros, o sus partes componentes, gobierna una ley de desarrollo 

✎✌✓✠✝✓✑✌✕ [1-4]. A partir de la perspectiva dada por la teoría de la evolución de Darwin, publicada 

en el año siguiente, el concepto de Virchow tomó aun mayor significado. Hoy sabemos que hay 

continuidad ininterrumpida entre las células modernas y los organismos unicelulares primitivos que 

aparecieron por primera vez sobre la Tierra hace más de tres mil millones de años. De este modo, 

todas las funciones vitales emanan de la maquinaria celular y de la interacción entre células 

adyacentes; además, la tenencia de su información genética codificada en el ADN (base de 

la herencia biológica), permite la transmisión de la información de generación en generación 

logrando así perpetuar la especie [1-4].  

La teoría celular establece que: i) todos los organismos vivos están compuestos por una o más 

células; ii) las reacciones químicas de un organismo vivo, incluido sus procesos liberadores de 

energía y sus reacciones biosintéticas, tienen lugar dentro de la célula; iii) las células se originan de 

otras células; y iv) las células contienen la información hereditaria de los organismos de los cuales 

son parte, y esta información pasa de una célula progenitora a una célula hija [1-3, 5]. Todas las 

células comparten dos características esenciales. La primera es una membrana externa, la membrana 

celular, que separa el contenido celular de su ambiente externo. La otra es el material genético que 

tiene toda la información que necesita la célula para desarrollar todas sus actividades, incluso de 

manera específica y organizada, hasta reproducirse y transmitir sus características a la progenie. 
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En la línea evolutiva que organiza a las especies vivas, podemos distinguir dos tipos distintos de 

células: las eucariotas y las procariotas. En las células eucariotas el ADN es lineal, está fuertemente 

unido a proteínas especiales (denominadas histonas) y está organizado en un número definido de 

cromosomas según la especie. Este material genético está confinado dentro del núcleo de la célula 

que está definido por una doble membrana (la envoltura nuclear), que lo separa del contenido 

celular y a su vez lo comunica mediante poros que intercambian moléculas de manera específica. 

En los procariotas (termino que expresa ☛✄✓✠✆✟ ✁✆ ✑✓ ✓�✎✏✆✌✕), el ADN se organiza en una única 

molécula circular a la que están débilmente asociadas diversas proteínas. En este caso, el material 

genético (que no está contenido dentro de un compartimiento específico), está ubicado en una 

región definida llamada nucleoide [1, 2, 5].  

Los dominios en los que se clasifican a los seres vivos según su parentesco evolutivo, engloban a 

los organismos procariotas en los dominios bacterias y archaeas (conocidos también como 

Eubacteria y Arqueobacteria, respectivamente). Las bacterias son los organismos más abundantes 

del planeta; son ubicuas, se encuentran en todos los hábitats terrestres y acuáticos, crecen hasta en 

las condiciones más extremas, como en los manantiales de aguas calientes y ácidas, en desechos 

radioactivos, en las profundidades tanto del mar como de la corteza terrestre e, incluso, algunas 

bacterias pueden sobrevivir en las condiciones extremas del espacio exterior [2]. Los distintos 

organismos procariotas, son imprescindibles para el reciclaje de los elementos orgánicos en los 

ciclos biogeoquímicos de compuestos como el carbono, el oxígeno y el nitrógeno, entre otros.  

Por otra parte, pertenecen al dominio Eukarya los reinos que engloban a los animales, las plantas y 

los hongos, así como varios organismos incluidos dentro del parafilético reino Protista (un grupo 

que contiene a todos los organismos eucariotas que no pueden agruparse en los otros reinos). 

Dentro del reino Plantae se encuentran todos los seres vivos fotosintéticos, sin capacidad 

locomotora y con paredes celulares compuestas principalmente de celulosa [1]. Entre la comunidad 

científica, aun no se ha logrado un consenso sobre cómo delimitar este grupo y se discute aun si las 

algas eucariotas pertenecen o no al mismo. Sin embargo, todos concuerdan en incluir en el reino 

Plantae a algunas algas verdes unicelulares como Chlamydomonas o Chlorella, consideradas como 

los organismos predecesores de las células vegetales que componen a las plantas terrestres.  
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Metabolismo celular 

La palabra metabolismo significa e✠✝☎✌✏✝✒✝✎✄☎✆✓✠✆ ☛✎✑✄✏✝✁✄✁ ✁✆ ✎✄☎✌✝✌✕; es decir, la cualidad que 

tiene los seres vivos de poder cambiar químicamente la naturaleza de ciertas sustancias [1]. Las 

sustancias que se incorporan a un organismo ingresan en una red de reacciones bioquímicas en las 

que esas sustancias se degradan o se utilizan para la síntesis de compuestos más complejos. Estas 

reacciones bioquímicas están organizadas en vías metabólicas energéticamente eficientes que 

convierten a los organismos vivos en expertos en la conversión energética. La energía que ingresa a 

las células, ya sea en la forma de energía física o química, es transformada y almacenada por los 

organismos para llevar a cabo todas las actividades celulares. Esto incluye a los numerosos procesos 

de síntesis de una gran diversidad de moléculas y estructuras celulares que le permiten al organismo 

mantenerse con vida y reproducirse. Por lo tanto, el conjunto de reacciones bioquímicas y de 

transformaciones energéticas que ocurren durante la síntesis y degradación de moléculas 

relativamente simples, constituye lo que se denomina metabolismo [1, 6, 7].  

El metabolismo de cada célula y organismo tiene características similares y particulares que 

permiten diferenciarlos entre sí teniendo en cuenta las siguientes características principales [5, 7, 8]:  

- según la fuente de energía utilizada, las células se pueden clasificar en fotosintéticas (si 

obtienen energía a partir de la luz solar), o quimiosintéticas (si usan la oxidación de compuestos 

químicos como fuente energética).  

- según la fuente de carbono utilizada, los organismos se denominan litótrofos, cuando 

pueden utilizar materia inorgánica (CO2) u organótrofos, si emplean materia orgánica (proteínas, 

carbohidratos, lípidos). 

- según el metabolismo del carbono que utilizan, las células y organismos se pueden 

clasificar como heterotróficos (si utilizan como fuente de carbono moléculas orgánicas sintetizadas 

por otro ser vivo), o autotróficos (si son capaces de sintetizar sus propias  moléculas orgánicas a 

partir de moléculas inorgánicas). 

Las diversas células que componen un organismo pueden tener características metabólicas similares 

o diferentes [5]. Por ejemplo, los animales y algunos hongos son organismos totalmente 

heterotróficos; sin embargo, las plantas son organismos compuestos por células autotróficas y 

heterotróficas que se organizan en tejidos específicos. En el caso de las plantas, la energía asimilada 

por las células autótrofas del tejido fotosintético, es utilizada por las células heterotróficas que 

conforman los tejidos no-fotosintéticos. Por su parte, algunos organismos unicelulares, tienen la 
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particularidad de que pueden modificar su metabolismo y funcionar en condiciones autotróficas o 

heterotróficas según las condiciones de su entorno [9]. Esta plasticidad metabólica dentro de una 

misma célula se observa, por ejemplo, en algunas algas verdes unicelulares y en algunas bacterias 

que pueden crecer de diferente manera dependiendo de las condiciones del medio en el que se 

encuentren. Incluso pueden comportarse como mixotróficas; es decir, combinando vías metabólicas 

que les permiten utilizar fuentes de carbono tanto orgánicas como inorgánicas al mismo tiempo [9, 

10]. 

El metabolismo global de una célula, es una combinación compleja de vías metabólicas 

interconectadas que varía de un organismo a otro. Dentro de una célula coexisten distintos tipos de 

vías metabólicas que permiten degradar y al mismo tiempo sintetizar las diferentes moléculas que la 

célula necesita [5]. Las vías metabólicas que producen energía mediante la degradación de 

moléculas se denominan vías catabólicas, mientras que  las que requieren de energía para la síntesis 

de moléculas más complejas se denominan vías anabólicas. Cada una de estas vías metabólicas 

consiste de una serie de reacciones bioquímicas interconectadas que paso a paso convierten una o 

más moléculas utilizadas como sustrato en otras moléculas que resultan como producto [5, 7].  

Los organismos vivos surgieron hace unos 3.800 millones de años, cuando la atmósfera carecía de 

oxígeno, y evolucionaron a partir del mismo ancestro común para adaptarse a los cambios del 

medioambiente y así sobrevivir [1, 5]. A pesar de las grandes diferencias que fueron desarrollando 

los organismos a lo largo de la cadena evolutiva, se ha demostrado científicamente que las vías 

metabólicas fueron evolucionando mediante el agregado o eliminación de enzimas especializadas 

que permitió que los organismos se adapten a su entorno, aumentando así sus posibilidades de 

mantenerse con vida.  

Las rutas anabólicas, que requieren un aporte de energía para sintetizar moléculas complejas a partir 

de moléculas más simples incluyen las vías de síntesis de carbohidratos a partir de CO2, de 

proteínas a partir de aminoácidos, o de ADN a partir de ácidos nucleicos. Estos procesos 

biosintéticos tienen lugar constantemente y demandan de energía y equivalentes de reducción, 

suministrados en forma de ATP, NADH y NADPH. Las vías catabólicas, complementariamente, 

degradan moléculas complejas como los carbohidratos y lípidos hasta obtener moléculas simples 

como ATP, NADH y/o NADPH que retienen la energía y el poder reductor que se genera al 

descomponer los enlaces químicos de las moléculas complejas.  

Las células combinan estas vías anabólicas y catabólicas que pueden ocurrir en compartimentos 

intracelulares iguales o diferentes, dependiendo del tipo celular. Cuando ocurren en el mismo 

compartimento, como en los organismos procariotas, las vías metabólicas opuestas están reguladas 
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de manera específica para que funcionen de manera coordinada. En el caso de los organismos 

eucariotas, las vías metabólicas opuestas están organizadas en diferentes compartimentos, pudiento 

así ocurrir en simultáneo y de manera eficiente, además de estar reguladas de manera específica. 

Las enzimas involucradas en dichos procesos metabólicos pueden catalizar las reacciones de 

manera diferente; por ejemplo utilizando distintos co-sustratos, o pueden ser reemplazadas por 

enzimas alternativas que les permiten adaptarse mejor a su hábitat o en respuesta a estímulos 

específicos. Estudiar el metabolismo de organismos con vías particulares pero con varias enzimas 

compartidas, permite entender las adaptaciones metabólicas e inferir funciones y posibles 

aplicaciones biotecnológicas de las diferencias y similitudes entre ellos. 

 

Modelos celulares estudiados en esta tesis: 

Chlorella: célula eucariota fotosintética 

Chlorella es un alga verde unicelular eucariota que pertenece a un grupo de microorganismos 

fotosintéticos incluidos en el reino Plantae. Son claves para mantener el equilibrio gaseoso en la 

atmósfera, ya que pueden fijar CO2 y liberar O2 a la atmósfera mediante el proceso de fotosínteis y 

devolver parte del CO2 mediante la respiración celular [9, 10].  Además, al ser organismos 

autótrofos, constituyen la base de las cadenas tróficas que permiten la vida en los ecosistemas 

acuáticos. Existen diferentes especies de Chlorella con plasticidades metabólicas particulares que 

les da capacidad de crecer en condiciones de cultivo autotróficas (presencia de luz sin fuente de 

carbono orgánica), heterotróficas (ausencia de luz con fuente de carbono orgánica) o mixotróficas 

(presencia de luz con fuente de carbono orgánica) [9-11].   

Las células de Chlorella, como otros organismos eucariotas, están formadas por diferentes 

compartimentos intracelulares organizados en organelas, tal como se representa en la Figura 1. 

Dentro de sus organelas se encuentran las vacuolas (gránulos que contienen sustancias de reserva) y 

los plástidos (cloroplastos y leucoplastos), característica que comparten con las células vegetales 

[9]. Históricamente, la teoría endosimbiótica de la evolución puede retrotraerse a la hipótesis 

planteada en el año 1905 por Mereschkowsky, la cual propone que los cloroplastos son formas 

reducidas de cianobacterias que actúan ✎✌☎✌ ☛✁✆✖✑✆✞✌✟ ✠�✄✌✄✞✄✁✌�✆✟ ✌ ✆✟✎✏✄✚✌✟ ✚✆�✁✆✟✕ ✁✆✓✠�✌ ✁✆

otra célula. Muchos años más tarde, los análisis filogenéticos, estructurales y bioquímicos 

confirmaron que un único evento de asociación simbiótica entre una cianobacteria y una célula 

eucariota mitocondriada, hace 1,2-1,5 mil millones de años, dieron lugar al nacimiento de los 

plástidos presentes en algas y plantas. El tipo de cianobacteria que dio lugar a los plástidos sigue, 

aun, siendo investigada [12]. 













20 
 

relaciones evolutivas, es indiscutible que el desarrollo de la fotosíntesis fue uno de los eventos más 

importantes en la historia de la Tierra, que generó cambios fundamentales en el balance redox 

terrestre, aumentando sustancialmente los niveles de O2 desde una atmósfera casi anaeróbica a la 

que se presenta en la actualidad. Esto permitió el desarrollo del metabolismo aeróbico y de formas 

de vida mucho más avanzadas. 

El proceso fotosintético comprende dos fases: una denominada luminosa y la otra sintética. La fase 

luminosa, involucra la captura de la energía solar mediante los centros de reacción fotosintéticos 

para generar ATP y NADPH, moléculas de alto contenido energético y poder reductor, 

respectivamente. La segunda etapa, llamada comúnmente fase sintética, que será descripta mas 

adelante, permite fijar el CO2 atmosférico utilizando las moléculas de alta energía sintetizadas en la 

etapa luminosa, para sintetizar hidratos de carbono complejos. La fase sintética depende de la fase 

luminosa, ya que sin las moléculas de alto contenido energético y equivalentes de reducción no es 

posible asimilar el CO2 para sintetizar azúcares [31]. La fase luminosa de la fotosíntesis 

desarrollada en Chlorella, como en otros organismos eucariotas fotosintéticos, es un proceso que 

ocurre en las membranas tilacoides del cloroplasto (Figura 6), lugar donde se encuentran ancladas 

las proteínas y pigmentos necesarios para convertir la energía lumínica en moléculas de ATP 

(energía) y NADPH (poder reductor) [13, 14]. La bicapa lipídica de las membranas tilacoides está 

compuesta por fosfolípidos, galactolípidos, complejos de proteínas y pigmentos como carotenos, 

quinonas, citocromos y clorofilas [32]. La Figura 6 muestra un modelo de la membrana tilacoide 

incluyendo los componentes involucrados en el transporte de electrones y en la síntesis de ATP y 

NADPH.  

La mayoría de los procesos químicos que tienen lugar en las reacciones dependientes de luz son 

llevadas a cabo por complejos proteicos que absorben la energía electromagnética y la utilizan para 

la transferencia de electrones a través de sus componentes: fotosistema II (FS II), citocromo b6f, FS 

I y ATP sintasa. Estos cuatro complejos integrales de membrana poseen las siguientes funciones: i) 

el FS II absorbe la energía lumínica y realiza la fotólisis del H2O, en el proceso libera un protón y 

produce O2; ii) el citocromo b6f recibe electrones del FS II y los entrega al FS I, también transporta 

protones adicionales provenientes del estroma al interior del lumen; iii) el FS I utiliza la energía 

para reducir NADP+ a NADPH en el estroma del cloroplasto por acción de la ferredoxina (Fd) y la 

flavoproteína ferredoxina-NADP reductasa (FNRasa) que están asociadas al FSI; y iv) la ATP 

sintasa por ultimo utiliza el gradiente electroquímico generado por el desbalance asimétrico de 

protones y cationes a través de la membrana para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi, conversión 

que ocurre en el estroma [33]. 
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permiten conservar la energía contenida o liberada en las reacciones asociadas a la oxidación de 

compuestos inorgánicos. Los organismos quimiosintéticos oxidan moléculas inorgánicas reducidas 

presentes en el medio tales como hidrógeno (H2), sulfuro de hidrógeno (H2S), azufre elemental (S), 

tiosulfato (S2O3
�2), amoníaco (NH3), nitrito (NO2

�) e hierro ferroso (Fe2+). Los electrones liberados 

por estos sustratos ingresan en una cadena transportadora de electrones, análoga a la de 

la respiración mitocondrial, donde el aceptor final de los electrones es el oxígeno y donde el 

gradiente electroquímico se aprovecha para realizar la fosforilación oxidativa que genera ATP a 

partir de ADP y Pi. 

La quimiosíntesis en Nitrosomonas europaea es un proceso que ocurre entre el periplasma, el 

citosol y la membrana interna, lugar donde se encuentran ancladas las proteínas necesarias para 

convertir la energía química en moléculas de ATP (energía) y NADH (poder reductor). La Figura 7 

muestra un modelo incluyendo los componentes involucrados en el transporte de electrones y en la 

síntesis de ATP y NADH: la enzima amonia monooxigenasa (AMO, EC 1.14.99.39) y la 

hidroxilamina oxidoreductasa (HAO, EC 1.7.99.8), los complejos I, III y IV y la ATP sintasa. 

Todos los componentes poseen las siguientes funciones: (i) el amonio es oxidado a hidroxilamina 

por AMO, la cual es oxidada a nitrito por una reacción catalizada por HAO; (ii) los cuatro 

electrones liberados son trasportados a la ubiquinona por medio de los citocromos c554 y c552, 

siendo dos de los electrones utilizados para mantener estable la actividad de la AMO; y (iii) los dos 

electrones restantes se transfieren a la síntesis de ATP a través de una cadena de transporte 

compuesta por los complejos III y IV. Algunos electrones son utilizados para sintetizar NADH a 

través de la NADH-ubiquinona oxidoreductasa (complejo I) [25, 36]. 
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de almidón o en la regeneración de la ribulosa-1,5-bisfosfato (Rul-1,5-bisP, aceptor del CO2) por 

sucesivas reacciones del propio BBC. 

En los organismos eucariotas, las reacciones del BBC ocurren en el estroma del cloroplasto, 

mientras que en los organismos procariotas ocurren en el citosol y en ambos casos comprende 13 

reacciones catalizadas por 11 enzimas (Figura 8) que podrían considerarse agrupadas en tres fases a 

modo descriptivo:  

(i) Fijación: adición de una molécula de CO2 a la Rul-1,5-bisP, generando dos moléculas de 3-

fosfoglicerato (3PGA)   

(ii) Reducción: reducción de las dos moléculas de 3PGA a Ga3P utilizando las moléculas de ATP y 

NAD(P)H (dependiendo el organismo puede ser NADPH o NADH) generadas sintéticamente en la 

etapa luminosa o química.  

(iii) Regeneración: el aceptor primario, la Rul-1,5-bisP es regenerada a partir de las triosas-P, por lo 

cual cinco moléculas de triosa-P son re-arregladas en tres moléculas de cinco carbonos en un 

proceso que consume ATP para producir la Rul-1,5-bisP.  

Todas estas fases requieren que por cada molécula de CO2 fijada mediante el BBC se consuman tres 

moléculas de ATP y dos de NAD(P)H provenientes de la fase luminosa de la fotosíntesis o de la 

quimiosíntesis. El análisis global del ciclo indica que hay una ganancia neta de carbono y que por 

cada tres moléculas de CO2 que ingresan al BBC, se gana una de triosa-P que  puede ser utilizada en 

otras vías metabólicas ya que el ciclo es autocatalítico y puede generar más aceptor de CO2 del que 

consume [43]. La puesta en evidencia de que el aceptor de CO2 es la Rul-1,5-bisP llevó al 

descubrimiento de la enzima que cataliza dicha reacción, la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa-

oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39), la cual puede representar el 50% de las proteínas solubles en 

las células verdes de vegetales [44]. 

La Figura 8 muestra un esquema donde se indican las enzimas que participan de cada fase del ciclo 

de BBC. (i) La etapa de fijación está catalizada por la RuBisCO (EC 4.1.1.39) que incorpora una 

molécula de CO2 a la Rul-1,5-bisPgenerando dos moléculas de 3PGA. (ii) En la fase de reducción, 

el 3PGA es reducido a Ga3P por la acción de una quinasa específica (3PGKasa, EC 2.7.2.3) y la 

Ga3P deshidrogenasa (Ga3PDHasa, EC 1.2.1.13) fosforilante dependiente de NADP+; la triosa-P 

isomerasa (TPIasa, EC 5.3.1.1) luego interconvierte Ga3P en DHAP. (iii) En la etapa de 

regeneración: se regenera la Rul-1,5-bisP en una combinación de varias reacciones. La fructosa-1,6-

bisfosfato aldolasa (Fru-1,6-bisP, EC 4.1.2.13) convierte DHAP/Ga3P en Fru-1,6-bisP y la 

sedoheptulosa-bisP aldolasa convierte DHAP y eritrosa-4P en sedoheptulosa-1,7-bisP. Las enzimas 
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hidrógeno-oxígeno (H-O) y los electrones se conservan en átomos de oxígeno. De esta forma, la 

energía libre no se disipa al azar y puede ser conservada para convertir ADP en ATP [5-7].  

Considerando que las triosas-P ingresan en pasos intermedios de la vía glucolítica, la descripción de 

la misma se va a realizar considerando la glucosa (Glc) como el metabolito de inicio de la ruta. La 

oxidación completa de la Glc en los seres vivos, se desarrolla en dos etapas principales: (I) la 

glucólisis, que ocurre en el citosol y (II) la respiración, que consiste en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (TCA) y la cadena de transporte de electrones, que tiene lugar dentro de la 

mitocondria (en eucariotas) o en el citosol (en procariotas).  

 

Glucólisis 

La glucólisis clásica (Figura 9), que ocurre en el citosol de la gran mayoría de los organismos, es 

una secuencia lineal de 10 reacciones que degrada una molécula de Glc para generar dos de 

piruvato, además de 2 moléculas de ATP y NADH; según la reacción global:  

Glc + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD+                 piruvato + 2 ATP + 2 NADH +2 H+ 

La Glc ingresa a la vía glucolítica mediante una reacción de fosforilación catalizada por la 

hexoquinasa (EC 2.7.1.1), que genera Glc6P y que utiliza una molécula de ATP como grupo dador 

de fosfato. Posteriormente, la Glc6P es convertida en Fru6P mediante la fosfoglucoisomerasa 

(EC 5.3.1.9). Esta reacción es seguida por la fosforilación de la Fru6P en el carbono-1 para generar 

Fru1,6bisP, mediante una reacción catalizada por la fosfofructoquinasa (PFKasa, EC 2.7.1.11) 

dependiente de ATP. La Fru1,6bisP continúa la vía glucolítica mediante su separación en dos 

moléculas de triosa-P, una de Ga3P y otra de DHAP, en una reacción catalizada por la aldolasa. El 

Ga3P y la DHAP son interconvertidos por la enzima TPIasa, continuando la glucólisis con la 

oxidación acoplada a fosforólisis del Ga3P a 1,3bisfosfoglicerato (1,3bisPGA), mediante la 

reacción catalizada por la Ga3PDHasa fosforilante dependiente de NAD+ (EC 1.2.1.12). 

El 1,3bisPGA generado por fosforólisis a expensas de Pi en la reacción de la Ga3PDHasa 

fosforilante, contiene un enlace fosfato de alto contenido energético en la posición 1. Este anhídrido 

de ácidos carboxílico y fosfórico resulta de alta energía y el grupo fosfato puede generar ATP en 

una reacción posterior de fosforilación a nivel de sustrato, con el ADP, catalizada por la PGKasa, 

dejando como producto 3PGA. Puesto que se forman dos moléculas de triosa-P por cada molécula 

de Glc que experimenta la glucólisis, en esta etapa se generan dos moléculas de ATP por molécula 

de Glc. El 3PGA que proviene de las reacciones anteriores, es convertido en 2-fosfoglicerato 

(2PGA) por la fosfogliceromutasa (EC 5.4.2.1). El paso siguiente es catalizado por la enolasa 
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(EC 4.2.1.11) e implica una deshidratación y redistribución de la energía dentro de la molécula, lo 

cual eleva el fosfato de la posición dos al estado de alta energía, formándose así fosfoenolpiruvato 

(PEP). El fosfato de alta energía del PEP es transferido al ADP por la piruvato quinasa (PKasa, 

EC 2.7.1.40) para generar en este estadio dos moléculas más de ATP por molécula de Glc oxidada, 

generándose piruvato como producto. El piruvato puede ser transportado a las mitocondrias como 

fuente de carbono y energía para las reacciones de respiración y biosíntesis [5, 7].  

 

Pasos alternativos de la vía glucolítica  

En organismos fotosintéticos la vía glucolítica citosólica es una red compleja, que presenta 

reacciones enzimáticas paralelas a nivel de varios intermediarios (Figura 9) [14, 45-47]. Alrededor 

de 1980 comenzó a esclarecerse la ocurrencia de enzimas que catalizan reacciones alternativas de 

ciertos pasos de la vía de glucólisis citosólica en organismos fotosintéticos superiores [48]. Más 

tarde se encontró que ocurren también en otros organismos fotosintéticos y no fotosintéticos, 

incluyendo bacterias y protozoos. Se ha propuesto que estas enzimas alternativas podrían tener una 

función relevante cuando las células vegetales se encuentran bajo condiciones de estrés metabólico, 

tales como anoxia o depleción de Pi [45].  

Una de esas reacciones paralelas involucra a la Fru6P, pudiendo esta ser convertida a Fru1,6bisP 

mediante la PFKasa clásica dependiente de ATP, o mediante la fosfofructoquinasa dependiente de 

PPi (PFPasa, EC 2.7.1.90) (ver Figura 9). Esta enzima de organismos fotosintéticos, descubierta en 

1979, que cataliza una reacción reversible que se encuentra cercana al equilibrio in vivo, utiliza PPi 

como dador del grupo fosfato en lugar de ATP [45]. Esta última característica tiene importancia en 

la conservación de energía y se vuelve especialmente relevante bajo condiciones de depleción de Pi. 

En esta situación hay un rápido y drástico descenso en las concentraciones de nucleótidos de 

adenina (ATP/ADP/AMP) lo cual se vuelve un factor limitante para el metabolismo, mientras que 

los niveles de PPi se mantienen marcadamente invariables ante esta situación y tienden a ser 

constantes, independientemente del estado metabólico celular [47]. La PFPasa es marcadamente 

activada por niveles micromolares de Fru2,6bisP y plantea una bifurcación crítica del paso 

catalizado por la PFKasa que es altamente regulado [45]. Desde su descubrimiento, los numerosos 

estudios realizados con la PFPasa han llevado a la idea de que podría considerársela como una 

enzima involucrada fundamentalmente en la glucólisis en lugar de la gluconeogénesis, siendo capaz 

de dar a la planta la flexibilidad de adaptar su metabolismo a situaciones de estrés [47] [49]. 

Como se observa en la Figura 9, otro paso de la vía glucolítica que presenta alternativas en 

organismos fotosintéticos involucra al Ga3P, el cual puede ser convertido a 3PGA mediante dos 
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caminos distintos. Siguiendo la vía clásica actúan dos enzimas, la Ga3PDHasa dependiente de 

NAD+ que convierte el Ga3P, utilizando Pi y generando NADH, en 1,3bisPGA, el cual es luego 

convertido a 3PGA mediante la enzima PGKasa en una reacción que genera una molécula de ATP. 

Estas reacciones representan etapas clave de la vía glucolítica, ya que en la primera se genera un 

enlace de alto contenido energético a partir de Pi, lo que permite el paso posterior donde se produce 

la fosforilación a nivel de sustrato con conservación de la energía por síntesis de ATP [50]. El otro 

camino presente en el citosol de las células vegetales para la utilización del Ga3P involucra a la 

enzima Ga3P deshidrogenasa no-fosforilante, dependiente de NADP+ (np-Ga3PDHasa, EC 1.2.1.9), 

que cataliza la hidrólisis irreversible del Ga3P a 3PGA generando NADPH [47]. Esta bifurcación 

resulta muy importante en tejidos fotosintéticos, ya que durante el día las triosas-P resultantes de la 

actividad fotosintética pueden ser exportadas desde el cloroplasto hacia el citosol. Allí su destino es 

la oxidación mediante alguna de las enzimas con actividad de Ga3PDHasa: para generar ATP y 

NADH mediante la vía acoplada, o para generar NADPH si dicha oxidación es catalizada por la 

np-Ga3PDHasa. De esta forma, se establece un sistema enzimático que permite la explotación 

indirecta (vía triosas-P) del ATP y el NADPH generados por fotosíntesis en el cloroplasto hacia el 

citosol.  

Según cual sea el camino seguido por las triosas-P, la célula podrá obtener diferentes formas de 

energía (Figura 9), esto dependerá de las necesidades metabólicas transitorias de la célula [51]. 

Estudios de inmunodetección y de ensayos de actividad han establecido que, in vivo, los niveles de 

np-Ga3PDHasa experimentan un aumento relativo en condiciones de estrés oxidativo [52]. Se ha 

propuesto que esta enzima participa en los tejidos fotosintéticos de un sistema de transporte del 

NADPH fotosintéticamente generado desde el cloroplasto al citosol [53], aun cuando esto implica 

resignar el paso de síntesis de ATP. Se ha demostrado que, en tejidos heterotróficos de trigo, la 

np-Ga3PDHasa está sujeta a un delicado mecanismo de regulación que involucra su fosforilación y 

posterior unión a proteínas regulatorias del tipo 14-3-3, modificación que produce una disminución 

de la actividad de la enzima [54, 55]. Estos hallazgos no hacen más que enfatizar la importancia de 

esta enzima en los procesos metabólicos centrales [47].  

El último de los intermediarios glucolíticos que posee rutas alternativas para su metabolismo es el 

PEP (Figura 9). El PEP, que se encuentra en la posición más alta en la escala termodinámica de los 

metabolitos fosforilados hasta ahora conocidos, ocupa un rol central en el metabolismo citosólicode 

lasorganismos fotosintéticos, situándose en un punto clave de bifurcación y comportándose, 

además, como molécula regulatoria de un número importante de procesos metabólicos primarios y 

secundarios [45]. El PEP es convertido en la vía glucolítica clásica a piruvato por la enzima PKasa, 

que es la segunda reacción de la vía glucolítica que permite conservar la energía del enlace fosfato. 



29 
 

El piruvato es luego metabolizado en la mitocondria. En el citosol de las células vegetales el PEP 

puede ser utilizado también por la enzima PEP carboxilasa (PEPCasa, EC 4.1.1.13), que cataliza la 

síntesis de de ácido oxalacético (OAA) a partir de PEP y bicarbonato. El OAA producido es 

convertido luego a malato mediante una reacción catalizada por la enzima malato deshidrogenasa 

(MDHasa, EC 1.1.1.37) dependiente de NAD+, pudiendo el malato ser transportado a la 

mitocondria o plástido, donde es utilizado en vías metabólicas biosintéticas al ser convertido a 

piruvato por la enzima málica (ME) dependiente de NAD+ (EC 1.1.1.39) o de NADP+ 

(EC 1.1.1.40), respectivamente [47].  

El cortocircuito glucolítico del paso catalizado por la PKasa, generado por el conjunto 

PEPCasa-MDHasa-ME es importante durante la depleción nutricional de Pi, cuando la actividad de 

la PKasa se encuentra limitada por las bajas concentraciones de ADP [45]. De hecho, se ha 

demostrado que la PEPCasa es inducida en respuesta a situaciones de estrés tales como depleción 

de Pi y estrés por frío [47]. Hay otras dos enzimas que pueden competir por el PEP citosólico, una 

de ellas es la PEP fosfatasa (PEPasa, EC 3.1.3.60), presente en la vacuola, que lo desfosforila para 

convertirlo también en piruvato y Pi, produciendo una molécula de ATP menos. La otra enzima que 

puede utilizar el PEP es la PEP-carboxiquinasa (PEPCKasa, EC 4.1.1.49), enzima que a pesar de 

catalizar una reacción reversible, está probablemente más relacionada a la gluconeogénesis que a la 

glucólisis [47]. 

Dado que estas bifurcaciones de la vía glucolítica plantean la utilización y competencia de dos (o 

más) enzimas por un mismo sustrato en cada punto, es de esperar que las enzimas involucradas en 

ramificaciones se encuentren altamente reguladas, a fin de poder coordinar la vía glucolítica y los 

productos que pueden surgir de ella. Uno de los desafíos más recientes en el estudio de la glucólisis 

de ha sido, justamente, el estudio de las respectivas funciones, la forma de regulación y la 

importancia de cada vía, a fin de dilucidar en qué momentos los metabolitos cursan una, otra, o 

ambas vías alternativas [45]. A pesar de esta interesante flexibilidad de la vía glucolítica citosólica, 

hay pocos estudios que logren discernir la regulación diferencial o conjunta de enzimas paralelas, 

ya sea a nivel de expresión de los genes correspondientes, regulaciones alostéricas y modificaciones 

post-traduccionales, mecanismos que han sido ampliamente estudiados en las isoformas 

cloroplastídicas. 
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Ciclo del TCA 

En presencia de oxígeno, la siguiente etapa de la degradación de los productos de la glucólisis 

implica la oxidación progresiva del piruvato a CO2 y agua. Esta etapa esta mediada por un grupo de 

compuestos y enzimas que componen el ciclo del TCA. Su nombre deriva del ácido cítrico y otros 

ácidos tricarboxílicos que son intermediarios del metabolismo. Los componentes y reacciones del 

ciclo del TCA fueron establecidos en la década de 1930 por la investigación del premio 

Nobel Albert Szent-Györgyi, por la que recibió el Premio Nobel en 1937, específicamente por sus 

descubrimientos relacionados con el ácido fumárico, un componente clave de esta ruta metabólica. 

El ciclo del ácido cítrico fue finalmente identificado en 1937 por Hans Adolf Krebs, en la 

universidad de Sheffield, por lo que recibió el Premio Nobel de Medicina en 1953 y es por esto que 

también se lo conoce como ciclo de Krebs [56]. 

Por lo tanto, el catabolismo de la Glc y lípidos (a través de la glucólisis y la beta oxidación), 

produce acetil-CoA, un grupo acetilo enlazado a la coenzima A. El acetil-CoA constituye el 

principal sustrato del ciclo. Su entrada consiste en una condensación con el oxalacetato, al generar 

citrato. Este ciclo también es importante porque proporciona precursores para la síntesis de ciertos 

aminoácidos, por ello se lo considera una vía anfibólica, es decir, catabólica y anabólica al mismo 

tiempo [5, 7]. 

Las reacciones del ciclo de TCA son llevadas a cabo por 8 enzimas diferentes (Figura 10): 

- la citrato sintasa (EC. 2.3.3.1) cataliza la reacción entre el acetil-CoA y el oxalacetato. En 

el proceso, el grupo tioéster (CoA) se hidroliza y la energía que esto libera es acomplada a la 

formación de la molécula de citrato. Esta reacción recibe el nombre de condensación.  

- la aconitasa (EC. 4.2.1.3) cataliza la isomerización del citrato a isocitrato, por la formación 

de cis-aconitato.  

- la isocitrato deshidrogenasa (EC. 1.1.1.42) cataliza la oxidación del isocitrato a 

✁-cetoglutarato. En esta reacción de descarboxilación oxidativa se genera una molécula de NADH y 

se libera una de CO2. 

- la ✁-cetoglutarato deshidrogenasa (EC. 1.2.4.2), conocida también como oxoglutarato 

deshidrogenasa,  está compuesta de tres enzimas diferentes: E1, cetoglutarato deshidrogenasa; E2, 

transuccinilasa; y E3 dihidrolipoamida deshidrogenasa. El sistema cataliza una segunda reacción de 

descarboxilación oxidativa que lleva a la formación del succinil CoA, generando CO2, CoA-SH y 

NADH.  
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- la succinil-CoA sintetasa (EC. 6.2.1.4) cataliza la única reacción del ciclo que produce 

fosforilación a nivel de sustrato. La reacción genera succinato y GTP que, esencialmente en este 

ciclo, tiene la función de trasladar grupos fosfatos hacia el ATP y la CoA-SH, que vuelve a ser 

utilizada para generar acetil-CoA a partir de piruvato. 

- la succinato deshidrogenasa (EC. 1.3.5.1) es la única enzima del ciclo que tiene como 

aceptor de hidrógeno una molécula de FAD en vez de NAD+ (encargada de transportar los 

electrones hacia la cadena de electrones). La enzima cataliza una reacción de oxidación que genera 

fumarato.  

- la fumarasa (EC. 4.2.1.2) cataliza la hidratación del fumarato, generando de esta manera, 

L-malato. 

- la malato deshidrogenasa (EC. 1.1.1.37) cataliza la última reacción que completa el ciclo. 

Esta reacción de síntesis del oxalacetato genera una molécula de NADH. 

Los cofactores reducidos, NADH y FADH2 generados en el ciclo, se comportan como 

intermediarios óxido/reductores. Transportan electrones a hasta la cadena respiratoria mitocondrial. 

En tal cadena se reoxidan a NAD+ y a FAD, cediendo los electrones para alcanzar el acople 

energético quimiosmótico que permite la fosforilación de ADP para generar ATP.  

Por lo tanto, la energía derivada de la ruptura completa de una molécula de Glc por los tres estadios 

de glucólisis, ciclo de Krebs y cadena de transporte de electrones, es óptimamente conservada en la 

síntesis de 36 moléculas de ATP. En realidad son 38 las moléculas netas de ATP que se producen 

en el proceso, pero dos de ellas se consumen para transportar (mediante transporte activo), desde el 

citosol a la matriz mitocondrial, las dos moléculas de NADH + H+ producidas en la glucólisis. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

En este trabajo de tesis se plantea alcanzar dos objetivos generales. Por un lado se indagará para 

alcanzar una mejor comprensión de la relación metabolismo-partición-acumulación del carbono en 

forma de almidón y/o ácidos grasos y las condiciones de cultivo en algas verdes unicelulares, en 

forma comparativa con diferentes tejidos de plantas superiores. Para alcanzar dicho objetivo se 

trabajará con células provenientes de diferentes condiciones tróficas y se estudiarán enzimas claves 

de las vías metabólicas relacionadas a la utilización-partición del carbono y las involucradas en la 

síntesis de compuestos de reserva. Principalmente, se trabajará con Chlorella spp., que serán 

cultivadas en condiciones auto- y hetero-tróficas. Con las células resultantes, se evaluará la 

acumulación de reservas (hidratos de carbono y lípidos), se analizará el perfil de proteínas y la 

actividad de enzimas puntuales pertenecientes a vías metabólicas como la glucólisis, la síntesis de 

almidón y la síntesis de triacilglicéridos. De esta forma se busca obtener un mayor entendimiento 

del flujo del carbono y la energía en células con diferentes características tróficas. Asimismo, se 

realizará el estudio molecular, cinético y regulatorio de enzimas claves de las vías metabólicas antes 

mencionadas en Chlorella spp., producidas en forma recombinante en Escherichia coli. Además, se 

utilizarán herramientas de ingeniería genética para modificar las vías metabólicas en algas verdes 

unicelulares. Las cepas genéticamente modificadas se crecerán en condiciones de cultivo auto- y 

hetero-trófico. Se analizará si hay cambios en la cantidad, tipo y relación entre el carbono 

acumulado en forma de almidón y/o ácidos grasos.  

Por otro lado, y con el fin de tener un panorama más amplio acerca de los organismos autotrófos, 

estudiaremos las enzimas involucradas en el metabolismo del carbono de Nitrosomonas europaea. 

Esta bacteria nitrificadora tiene un metabolismo quimiolitoautotrófo que le permite fijar el CO2 y 

convertirlo en compuestos orgánicos mediante ciclos y vías metabólicas similares a las descriptas 

en organismos fotosintéticos.  

 

Objetivos particulares 

I-Establecer condiciones de cultivo autotróficas y heterotróficas para Chlorella sp., determinando el 
perfil de acumulación de reservas en cada condición. 
 
II-Estudiar enzimas claves del metabolismo del carbono en Chlorella sp. y Nitrosomonas europaea, 
así como en tejidos vegetales con diferentes características tróficas tanto in vivo como in vitro. 
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III-Establecer tecnologías de transformación para generar cepas de Chlorella sp. genéticamente 
modificadas a fin de disminuir o aumentar la expresión de los genes en estudio. 
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Capítulo 1: Chlorella spp.  

Introducción  

 �✁✂✄☎✆✝✆✞✟✠✡✠ ☛☞✞✌☛✍ ✌✎✄ ✆☛✞✌✎✟✠✏✠ ✑✟✡✂ ☎✂✝✆☛✆✒✂✄✝✝ ✌ and a thallus not differentiated into 

☛✆✆✡✠✓ ✠✡☞✏ ✌✎✍ ✝☞✌✔☞✠ ✡✆ ✕☞ ✌✎ ✌✝✞✌✖ Lee, 1989. 

Las microalgas constituyen un grupo extremadamente heterogéneo de microorganismos procariotas 

y eucariotas que pueden crecer rápidamente dada su estructura celular sencilla -unicelular o 

multicelular simple- [9]. Tradicionalmente, las algas se han clasificado de acuerdo con su color y 

esta característica sigue siendo la más importante. Actualmente, las algas se clasifican según los 

siguientes criterios principales: tipos de pigmentos, naturaleza química de los productos de 

almacenamiento y componentes de la pared celular. Además, hay criterios que toman en 

consideración características citológicas y morfológicas: aparición de células flageladas, estructura 

de los flagelos, esquema y trayectoria de la división nuclear y celular, así como número y 

composición de las membranas del cloroplasto [9] [10]. 

La mayoría de las microalgas son de color verde por la presencia de las clorofilas, pero algunas son 

de color marrón o rojas por la presencia de xantófilas que enmascaran el color verde [9] [34]. En 

general, poseen como principal pigmento fotosintético clorofila a, lo que les permite captar la luz 

para utilizarla como fuente de energía en la trasformación de materia inorgánica en orgánica 

(metabolismo autotrófico) necesitando únicamente compuestos como CO2, sales y luz solar como 

fuente de energía para el crecimiento. Esta definición, sin embargo, no es tan estricta ya que 

algunos organismos considerados microalgas pueden crecer en condiciones mixotróficas y 

heterotróficas, es decir, en presencia simultánea de luz y fuentes de carbono-energía orgánica; o en 

oscuridad y sólo con fuentes de carbono-energía orgánica, respectivamente [9] [57]. El ambiente 

más común de estos microorganismos es el agua, tanto salada como dulce y se pueden encontrar en 

hábitats que presentan amplios rangos de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes. También 

pueden crecer en ambientes terrestres de amplia variedad, desde la nieve hasta formar parte de 

líquenes (una asociación entre un hongo y una o más algas o cianobacterias) [9] [58]. Dentro del 

grupo de microorganismos considerados microalgas, los procariotas fotosintéticos se conocen como 

cianobacterias que pertenecen a la clase Cyanophyceae; mientras que dentro de las eucariotas más 

conocidas se pueden mencionar a las algas verdes de la división Chlorophyta y a las diatomeas de la 

división Bacyllariophyta [9] [10].  
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Las microalgas tienen gran importancia en biotecnología debido a su potencial aplicación en salud, 

el ambiente y la producción de energía [59]. Al respecto, se han publicado trabajos sobre sustancias 

de interés terapéutico, como antitumorales y antivirales [60] [61], o nutraceútico (como ácidos 

✒�✄✟✌✟ ✁✌✏✝✝✓✟✄✠✑�✄✁✌✟ ✠✝✁✌ ✂-3 de cadena larga) [62]. Relacionado a su aplicación medioambiental, 

está descripto su empleo en la biorremediación de zonas contaminadas con metales pesados o su 

uso en la reducción de la carga orgánica de ciertos efluentes [59] [63]. En cuanto a la producción de 

energía, se destacan algunas cepas de microalgas por su capacidad de sintetizar y acumular elevadas 

cantidades de aceites, característica que se aprovecha para obtener la materia prima necesaria para 

la producción de biodiésel. La naturaleza fotosintética de estos microorganismos sumada a su 

capacidad de acumular almidón (o alguna variante de polisacárido de reserva), permite proyectar 

también su empleo en la producción de etanol u otros alcoholes apreciados como biocombustibles 

[64] [65] [66] [67].  

La acumulación de los materiales de reserva en las células de microalgas, está asociada a diferentes 

factores y puede inducirse con modificaciones en sus condiciones de cultivo generando estrés salino 

y/o depleción de la fuente luz o de nitrógeno [68] [69] [70] [71] [72]. Los mecanismos moleculares 

asociados a estos fenómeno comienzan a ser dilucidados, especialmente en organismos modelos 

como Chlamydomonas reinhardtii [73] [68] [74]. Sin embargo, el conocimiento de las 

particularidades metabólicas de cada microalga con potencial aplicación industrial es muy escaso. 

Como se mencionó anteriormente, además de la capacidad fotosintética de las microalgas, muchas 

especies son capaces de crecer en condiciones mixotróficas y heterotróficas [75] [76] [77]. Esta 

última condición, aunque requiere de fuentes externas de carbono y energía, permite maximizar los 

rendimientos de algunos bioproductos [75] [78] [79] [80] [81] [82]. Además, el utilizar condiciones 

heterotróficas es de interés para la industria, ya que simplifica el escalado de los bioprocesos al 

adaptarse a los sistemas de cultivo tradicionales que existen actualmente a escala productiva. Para 

integrar los beneficios de los cultivos heterotróficos sin eliminar globalmente las ventajas 

energéticas del crecimiento autotrófico de estos microorganismos, se han desarrollado tecnologías 

que recurren a la hidrólisis de polisacáridos como la celulosa a los efectos de obtener la Glc 

necesaria para utilizar como fuente de carbono y energía en este tipo de cultivo [83] [84] [85]. 

El desarrollo de bioprocesos redituables y competitivos con microalgas en el campo de los 

biocombustibles, requiere de la obtención de cepas de adecuado desarrollo y altamente productivas, 

propiedades que están asociadas a las tecnologías de cultivo. Dentro de las diferentes microalgas 

podemos encontrar, conformando el reino procariota, a las cianobacterias conocidas tiempo atrás 

como algas azul verdosas. Además, hay un grupo extenso de algas uni- o pluricelulares que según 
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La reproducción en Chlorophyta puede ocurrir tanto de forma sexual como asexual. En el caso de 

Chlorella spp., la reproducción es asexual, mediante la formación de autoesporas (células 

reproductivas no móviles) que presentan la misma forma que la célula madre. Las autoesporas se 

forman en un número múltiplo de dos, generando células idénticas a la que le dio origen [9]. En un 

estudio de proliferación celular de Chlorella vulgaris [88] se describieron 3 fases en el ciclo celular 

de esta alga: crecimiento de las células madres, división celular y liberación de las células hijas.  

En cuanto al metabolismo de la clase Chlorophyta, además de ser fotosintéticas, también pueden 

asimilar compuestos orgánicos y metabolizarlos heterotróficamente. Este es el caso de diversas 

especies del género Chlorella y Scenesdesmus, las cuales pueden asimilar glucosa y glicerol [89]. 

Chlorella es el género más importante en la industria de la microalgas y actualmente se cultiva y se 

comercializa esencialmente como alimento saludable [10]. 

 

Metabolismo: de la comprensión a la aplicación 

La biosíntesis de almidón y lípidos ha sido muy estudiada en algas en los últimos años, debido a su 

potencial aplicación en la producción de bioetanol y biodiésel [90] [91]. En principio, es inevitable 

comparar a las algas con las plantas superiores (organismos estudiados en mayor detalle). En tal 

sentido, es relevante considerar los procesos de partición del carbono fotoasimilado en estos 

organismos. En algas verdes unicelulares, el carbono se distribuye en los distintos compartimentos 

de una única célula. Las plantas superiores poseen dos tipos de tejidos diferentes [14]: fotosintético 

(o autótrofo) y no fotosintético (o heterótrofo). Por lo tanto, en el caso de las plantas los compuestos 

fotoasimilados deben dividirse no sólo dentro de una célula (entre el plástido y el citosol), sino 

también entre los diferentes tejidos, siendo la sacarosa (Suc) el principal metabolito involucrado en 

la distribución intercelular del carbono. El transporte intercelular de fotoasimilados entre células 

fotosintéticas y no fotosintéticas que ocurre en las plantas, no ocurre en algas verdes unicelulares. 

En Chlorella spp., las células pueden presentar características autotróficas o heterotróficas 

(Figura 12) dependiendo de las condiciones de cultivo y todas las adaptaciones metabólicas y la 

partición de los compuestos de carbono ocurren dentro de la misma célula [92] [27] [75]. En 

presencia de luz el alga fija CO2 y las triosas-P sintetizadas se utilizan para la síntesis de almidón 

dentro del mismo cloroplasto o se transportan al citosol para ingresar a otras vías metabólicas, como 

por ejemplo la glucólisis (Figura 12 A). En condiciones de oscuridad y con Glc como fuente externa 

de carbono y energía, la partición del carbono ocurriría en sentido inverso a lo descripto 
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anteriormente, favoreciéndose el transporte de triosas-P desde el citosol al plástido, lo que permite 

la síntesis de almidón y lípidos (Figura 12 B). 

Dentro de las especies de Chlorella [86] [93] [94] [95] [96], se han descripto algunas cepas con 

potencial para la producción industrial de biodiésel debido a su gran capacidad de acumular ácidos 

grasos. Al respecto, se ha demostrado que Chlorella protothecoides puede acumular, cuando se 

cultiva en condiciones heterotróficas con adición de Glc, hasta un ~55% más de lípidos que en 

condiciones de cultivo autotróficas. Esto significa un incremento de 4 veces en la producción de 

lípidos [96]. Además, se ha observado que en los cultivos heterotróficos de este microorganismo la 

adición de Glc genera un incremento de la expresión del gen que codifica para la Ga3PDHasa 

(Figura 12), con un consecuente aumento del flujo glucolítico y de la producción de piruvato. En 

estas condiciones se genera también un aumento de la expresión del gen que codifica para el 

transportador de ATP/ADP de la membrana mitocondrial (entre otros genes), lo que se relaciona 

directamente con la producción energética celular [97].  

Por otra parte, se ha analizado la regulación de la expresión de los genes que codifican dos 

Ga3PDHasas en Chlorella fusca y su relación con las condiciones tróficas del cultivo. Se ha 

observado que la adición de Glc a los cultivos autotróficos, genera una disminución de la expresión 

del gen que codifica para la Ga3PDHasaA (cloroplastídica) y un aumento de la expresión del gen 

que codifica para la np-Ga3PDHasa (GapN) [92]. Este cambio en la expresión génica logra una 

adaptación metabólica que permitiría sintetizar mayor cantidad de Ga3P y NADPH en el citosol 

celular y permitir la importación de Ga3P dentro del cloroplasto ya que no se está generando 

energía proveniente de la fotosíntesis para poder fijar CO2 y sintetizar triosas-P dentro del mismo. 

La adaptación metabólica mediante la regulación de la partición del Ga3P entre las distintas 

Ga3PDHasas también se han descripto en plantas, donde se ha mostrado que las condiciones redox 

del microambiente celular puede variar el flujo del Ga3P a fin de obtener distintas fuentes de 

energía [98] [52]. Por otra parte, se observó que la inactivación del gen que codifica para la 

ADPGlc PPasa (AGPasa) en Chlamydomonas reinhardtii, enzima clave de la ruta de biosíntesis de 

almidón, conlleva a un aumento de 10 veces en la síntesis de lípidos respecto a la cepa del tipo 

salvaje [99, 100]. Esto tiene una estrecha relación con la partición del carbono entre las vías 

metabólicas que sintetizan el almidón y los lípidos que comparten los precursores metabólicos.  
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Los resultados obtenidos en los estudios mencionados, destacan la partición intracelular del carbono 

en algas verdes y su relación con la síntesis de compuestos de reserva. Sin embargo, la comprensión 

actual no es suficiente para entender de forma integral cuales son todos los actores involucrados y 

cómo están siendo afectados en relación a los cambios en las condiciones de cultivo (sean 

autotróficas o heterotróficas). El poder avanzar en el estudio y caracterización de enzimas de 

diferentes vías metabólicas permitirá comprender las adaptaciones del metabolismo e incidir de 

manera específica tanto en las condiciones de cultivo como en la manipulación genética racional y 

fundada de estos organismos con el objetivo de conseguir maximizar la producción de ácidos grasos 

y/o almidón.  

 

Objetivos 

I-Establecer condiciones de cultivo autotróficas y heterotróficas para Chlorella spp., determinando 

el perfil de acumulación de reservas en cada condición. 

II-Estudiar enzimas claves del metabolismo del carbono en Chlorella spp., tales como Ga3PDHasa, 

np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasaA/B y ADP-Glc PPasa. Se realizarán estudios in vitro, con las 

proteínas producidas en forma recombinante, caracterizando sus propiedades cinéticas y 

estructurales. Además, para el caso de np-Ga3PDHasa,  se evaluará su impacto in vivo, empleando 

metodología de transformación génica para variar los niveles de expresión y actividad en célular de 

Chlorella sp. 

III-Establecer tecnologías de transformación para generar cepas de Chlorella sp. genéticamente 

modificadas a fin de disminuir o aumentar la expresión de los genes en estudio. 

 

Materiales y Métodos 

Reactivos  

�✌✁✌✟ ✏✌✟ �✆✄✎✠✝✚✌✟ ✑✠✝✏✝☎✄✁✌✟ ✗✑✆�✌✓ ✁✆ ✏✄ ☎✔✍✝☎✄ ✎✄✏✝✁✄✁ ✁✝✟✁✌✓✝✌✏✆✡ ✁✆ ✒�✄✁✌ ☛✁�✌-✄✓✔✏✝✟✝✟✕ ✌

similar. Los materiales y reactivos químicos empleados en este trabajo se obtuvieron 

comercialmente de distintas compañías, indicadas para cada caso.  
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Cepas bacterianas, plásmidos, medios de cultivo y antibiótico  

Plásmidos 

a. pRSFDuet (Novagen): tiene como marcador de selección el antibiótico kanamicina. 

b. pETDuet (Novagen): tiene como marcador de selección el antibiótico ampicilina. 

c. pChlamy3 (Invitrogen): tiene como marcador de selección el antibiótico ampicilina en bacterias e 

higromicina en algas verdes unicelulares. 

d. pCAMBIA 1302: tiene como marcador de selección los antibióticos kanamicina en bacterias e 

higromicina en algas verdes unicelulares. 

 

Cepas y antibióticos 

Cepas bacterianas  

a. Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)  

b. Escherichia coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen) 

c. Agrobacterium tumefaciens 

El medio de cultivo y las condiciones de crecimiento se especificarán según corresponda. Las 

células transformadas con vectores plasmídicos fueron seleccionadas y crecidas en presencia de un 

antibiótico adecuado: ampicilina (100 �g/ml), kanamicina (50 �g/ml) o higromicina (50 �g/ml). 

 

Cepas de algas verdes unicelulares  

a. Chlorella sp. (UTEX 1822) 

b. Chlorella vulgaris (UTEX 26) 

c. Chorella prototheicoides (UTEX 25) 

d. Chlorella saccharophila (UTEX 2469)  

Las células que fueron modificadas genéticamente se seleccionaron y crecieron en presencia de 

higromicina a una concentración final de 50 �g/ml. 
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Medios de cultivo  

La composición de los medios de cultivo utilizados se detalla a continuación:  

Cultivo de bacterias 

a. Luria-Bertani (LB): 10 g/l tripteína, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl y H2O.  

b. LB-agar: Compuesto por medio LB más 1,6% (p/v) agar-agar.  

c. YT2X: 6 g/l hidrolizado de caseína, 10 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl y H2O.  

d. Terrific Broth (TB): 2,3 g/l KH2PO4, 12,5 g/l K2HPO4, 12 g/l hidrolizado de caseína, 24 g/l 

extracto de levadura, 4 ml/l glicerol y H2O.  

 

Cultivo de algas verdes unicelulares 

a. BOLD3N: 0,75 g/l NaNO3, 0,0255 g/l CaCl2, 0,04 g/l MgO4, 0,175 g/l K2HPO4, 0,025 g/l NaCl, 

25 µg/l biotina, 135 µg/l B12, 1,1 mg/l tiamina y H2O. 

b. BOLD3N-agar: Compuesto por medio BOLD3N más 1,5% (p/v) agar-agar. 

c. BOLD3N-glc: Compuesto por el medio BOLD3N más 20 g/l de Glc. 

d. M16: 2 g/l KNO3, 0,01 g/l CaCl2, 1 g/l MgO4, 2 g/l K2HPO4, 2 g/l NH4Cl, 2 g/l Glc, 20 g/l 

glicerol, 2 g/l urea, 1 g/l extra to de levadura, 1 g/l tripteína, 25 µg/l biotina, 135 µg/l B12, 1,1 mg/l 

tiamina y H2O. 

e. GOLGI: Medio mínimo y tripteína de soja. 

f. ENVA: Compuesto por GOLGI, extracto de levadura, 10 g/l de glicerol y 10 g/l de glucosa. 

 

Mantenimiento de cultivo y obtención de biomasa 

Cultivo de bacterias 

El cultivo de las bacterias se realizó empleando alguno de los medios detallados anteriormente y 

erlenmeyers de distintos volúmenes manteniendo siempre una proporción de volumen de medio 

líquido correspondiente al 25% del volumen total del erlenmeyer. Las condiciones de cultivo 

estándares se mantuvieron a 37 °C en agitación a 200 rpm empleando un agitador orbital con 

temperatura controlada. 
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Cultivo de algas verdes unicelulares 

1- Mantenimiento 

Para mantener en cultivo las algas verdes unicelulares, se utilizaron frascos T de 25 ml (Greiner 

Bio-OneTM) con tapa a rosca con filtro de intercambio gaseoso y los medios de cultivo BOLD3N o 

GOLGI aptos para condiciones de cultivo autotróficas con una intensidad de luz de 57 µmol/m2/s y 

a 22 °C. 

 

2- Obtención de biomasa 

Para obtener biomasa de Chlorella spp. se escalaron los cultivos en frascos erlenmeyers de 

diferentes volúmenes pero siempre manteniendo una proporción de volumen de medio líquido 

correspondiente al 10% del volumen total del mismo. Según la condición de cultivo, se utilizó 

alguno de los medios detallados anteriormente. Para el cultivo en condiciones heterotróficas se 

empelaron los medios M16, ENVA o BOLD3N-glc y en condiciones autotróficas los medios de 

cultivo GOLGI o BOLD3N. Se realizaron cultivos estáticos o agitados empleando un agitador 

orbital a 160 rpm. Para los cultivos autotróficos se mantuvo una intensidad de luz de 57 µmol/m2/s, 

para los cultivos heterotróficos se mantuvieron condiciones de oscuridad constante. En todos los 

casos la temperatura de cultivo fue de 22 °C.  

La biomasa de células obtenida en las distintas condiciones y con los diferentes medios de cultivo, 

se cosechó a comienzos de la fase estacionaria del crecimiento celular. Las células cosechadas se 

conservaron a � 80 °C hasta ser utilizadas para determinar: contenido de lípidos, contenido de 

almidón, extracción de proteínas y extracción de ARNm o ADN genómico. 

 

Cinética de proliferación celular  

Con el fin de caracterizar el crecimiento de las algas verdes unicelulares en las distintas condiciones 

de cultivo, se estandarizó la cantidad de células iniciales y periódicamente se tomaron muestras del 

cultivo para determinar el número de células/ml por recuento en cámara de Neubauer.  

La velocidad específica de crecimiento (✂) se determinó mediante un software a partir de los 

gráficos  del logaritmo natural de la concentraciónde células en función del tiempo de cultivo. La 

pendiente obtenida en el rango lineal de la gráfica corresponde directamente al valor de ✂,  
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✞�✁= ✞� ✁0+✂✄  

Siendo x0la concentración celular inicial, y x la concentración celular alcanzada a un tiempo t. 

 

Métodos bioquímicos básicos 

Electroforesis en geles de agarosa 

Las muestras de ADN se separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1% (p/v) con buffer 

TAE [40 mM Tris, 40 mM ácido acético y 1 mM EDTA pH 8,0] en presencia del colorante Gel 

Green (Biotium). Las muestras se acondicionaron con 3% (v/v) glicerol y 0,05% (p/v) Azul de 

Bromofenol antes de realizar la siembra. Las corridas electroforéticas se realizaron a 100 V 

constantes durante el tiempo necesario. Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz 

led azul.  

 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 

La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE) se realizó según la técnica descripta por Laemmli (1970). La concentración del gel de 

separación varió entre 10-15%, dependiendo de las masas de las proteínas a separar. A las muestras 

de proteínas a separar por electroforesis en condiciones reductoras (SDS-PAGE reductor) se les 

adicionó 1/3 (v/v) de buffer de muestra reductor (240 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% (p/v) SDS, 

40% (v/v) glicerol, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol y 0,04% (v/v) Azul de Bromofenol). Cuando se 

quisieron preservar las condiciones de oxido-reducción originales de las muestras en la 

electroforesis (SDS-PAGE no reductor), se utilizó un buffer de muestra sin 2-mercaptoetanol. Los 

marcadores de masa molecular empleados fueron de GE Healthcare. Terminada la electroforesis, 

cada gel fue coloreado con una solución de Coomassie Brilliant Blue R-250 (Coomassie Blue), 

salvo en los casos que se realizaron electrotransferencia e inmunodetección. 
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Cuantificación del contenido proteico  

La determinación de la concentración de proteínas en solución se realizó por el método de Bradford 

[101], utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como proteína estándar.  

 

Desalado y concentración de proteínas  

Para cambiar la composición de las soluciones en las que se encontraban disueltas las proteínas y/o 

para concentrarlas, se emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltración (Amicon, Millipore) 

con membranas de tamaño molecular apropiado para cada proteína y se procedió según las 

indicaciones del fabricante. 

 

Electrotransferencia seguida de inmunodetección (WB) 

Para las inmunodetecciones, una vez realizada la corrida electroforética en el SDS-PAGE, se 

efectuó una electrotransferencia sobre una membrana de nitrocelulosa durante 60 min a 180 mA en 

un equipo Mini Protean III (Bio-Rad) con una solución de 0,025 M Tris-HCl pH 8,3; 0,192 M 

glicina y 20% (v/v) metanol. Finalizada la electrotransferencia, la membrana se bloqueó 

incubándola 1 h a 25 °C con una solución de TBS Tween [50 mM Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl 

y 0,05% (p/v) Tween 20] adicionada de leche descremada en polvo al 5% (p/v). Luego, se lavó con 

solución de TBS-Tween 10 min a 25 °C y se incubó 16 h a 25 °C con la misma solución 

suplementada con leche descremada al 1 % (p/v) que contenía una dilución adecuada del anticuerpo 

primario preparado en conejo. Se lavó nuevamente con solución de TBS Tween 10 min a 25 °C y se 

procedió al revelado de la membrana. Para tal fin, se incubó durante 1 h a 25 °C en TBS Tween 

suplementado con una dilución 1/5.000 del anticuerpo secundario conjugado a un colorante 

fluorescente Alexa Fluor 647 (Invitrogen) producido en cabra, que permite detectar las cadenas 

pesadas y livianas de los anticuerpos producidos en conejo. La señal fue detectada mediante la 

emisión de fluorescencia, utilizando el escáner Typhoon FLA 7.000 (GE Healthcare).  

 

Anticuerpos 

Los sueros inmunes contra las proteínas de interés fueron preparados en el Centro de 

Experimentaciones Biológicas y Bioterio, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional 

del Litoral, Esperanza, Santa Fe, Argentina; mediante la inmunización de conejos, acorde a lo 
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descripto por Vaitukaitis [102]. Como inmunógeno se utilizó las proteínas de interés purificadas a 

homogeneidad electroforética.   

 

Determinación de lípidos 

La extracción de los triacilglicéridos (TAG) de las células de algas verdes unicelulares se realizó 

según lo descripto por Folch y col. [103]. Para cada una de las muestras, se tomaron 200 mg de 

células previamente trituradas con N2 líquido y se le agregaron 0,2 ml de H20 destilada y 3,8 ml de 

mezcla de extracción compuesta por cloroformo/metanol: 2/1 (v/v). Los tubos se cerraron 

herméticamente y se dejaron reposar 2 h agitando enérgicamente cada 30 min en vórtice. 

Posteriormente, las muestras se filtraron utilizando papel de filtro libre de grasas previamente 

lavado con la mezcla de extracción. Las muestras se transvasaron a tubos de vidrio previamente 

tarados. A cada tubo se le agregó 0,7 ml de solución de lavado I [0,02% CaCl2 en mezcla de 

cloroformo/metanol/H2O: 3/48/47 (v/v)]. Se agitaron y centrifugaron durante 5 min a 3.000 xg hasta 

separación de las fases. La fase superior se eliminó por succión y se agregó a cada tubo 0,7 ml de la 

solución de lavado II [cloroformo/metanol/H2O: 3/48/47 (v/v)]. Se agitaron y centrifugaron durante 

5 min a 3.000 xg hasta separación de las fases. La fase superior se eliminó por succión. 

Posteriormente, los tubos se incubaron en baño térmico a 45-60 °C para evaporación total del 

cloroformo y obtención de los lípidos. Cada tubo fue pesado y por diferencia de peso con los tubos 

vacíos, se determinó el peso de los lípidos obtenidos. Todas las muestras se disolvieron con 

isopropanol a una concentración final de 1 mg/µl. 

Para determinar la concentración de TAG en cada una de las muestras se produjo la hidrólisis 

enzimática de los mismos mediante una lipasa comercial y luego el glicerol (Gro) liberado se 

cuantificó por una serie de reacciones enzimáticas. El Gro generado fue fosforilado a Gro-P y éste 

luego fue oxidado, por la acción conjunta de la Gro quinasa y la Gro-P oxidasa que genera como 

producto peróxido de hidrógeno. Este último fue cuantificado colorimétricamente por acción de la 

peroxidasa acoplada a un compuesto coloreado (Wiener lab). Las determinaciones se realizaron en 

buffer 50 mM Pipes pH 7,5 con 5 mM 4-clorofenol, en presencia de lipoprotein lipasa 

(>15.000 U/l), Gro quinasa (>1.000 U/l), Gro-P oxidasa (>2.500 U/l), peroxidasa (>440 U/l), 

0,7 mmol/l 4-aminofenazona y 0,18 mmol/l ATP. Las determinaciones se realizaron colocando 5 µl 

de muestra convenientemente diluida en 500 µl de reactivo de trabajo. Además, se realizó un blanco 

de reactivos y un testigo con una solución patrón (2 g/l o 2,26 mmol/l de trioleína). Las mezclas se 

incubaron a 37 °C durante 5 min y posteriormente se midió la absorbancia en espectrofotómetro a 
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492 nm. Para obtener la cantidad de TAG contenidos por mg de células en cada una de las muestras 

se utilizó la siguiente ecuación: 

TAG (µg/mg cél) = (Ct * (Am- Ab) * Dil-1/At) * mg líp ext/mg cél 

Ct: concentración de solución patron/testigo 

Am: absorbancia a 492 nm de la muestra 

Ab: absorbancia a 492 nm del blanco 

At: absorbancia a 492 nm del testigo 

mg líp ext: mg de lípidos extraídos 

mg cél: mg de células de partida 

 

Determinación de almidón 

La determinación de la cantidad de almidón en células de algas verdes unicelulares se realizó 

combinando y adaptando los protocolos descriptos por Reibach y Benedict [104] y Baud y Graham 

[105]. Para cada muestra, 200 mg de células trituradas en N2 líquido se extrajeron con 500 µl de 

etanol 95% a 4 °C. Luego se centrifugó a 13.000 xg a 4 °C durante 10 min, se descartó la fracción 

soluble, y se repitió el paso de extracción 6 veces más para eliminar los azúcares solubles presentes 

en las muestras. La fracción insoluble, fue secada en estufa y pesada en un tubo previamente tarado. 

Luego, el extracto seco se resuspendió en 10 µl de H2O destilada por cada 1 mg de extracto, los 

tubos se taparon herméticamente y se hirvieron en baño de agua durante 1 h para solubilizar el 

almidón. Posteriormente se centrifugaron a 13.000 xg durante 10 min y a partir de la fracción 

soluble se realizó la digestión enzimática del almidón. A 20 µl de las fracciones solubles diluidas 

(1/10 y/o 1/20) se le agregaron 200 µl de buffer 100 mM acetato de sodio pH 4,5 y 70 U de 

✄☎✝✏✌✒✏✑✎✌✟✝✁✄✟✄ �✠✡✁✁-D glucan glucohydrolase exo-✠✡✁✁ glucosidasa (Sigma)]. Las muestras se 

incubaron 16 h a 55-60 °C para permitir la degradación del almidón. Posteriormente se 

centrifugaron a 13.000 xg durante 10 min, se recuperó la fracción soluble y se cuantificaron los 

residuos de azúcares solubles mediante la reacción de la glucosa oxidasa, que genera peróxido de 

hidrógeno durante la oxidación.Este último fue cuantificado colorimétricamente por la acción de la 

peroxidasa acoplada a un compuesto coloreado (Wiener lab) según se describe. Una alícuota de 

(50 µl) de muestra diluida convenientemente se adicionó a 200 µl del reactivo comercial (solución 

de 10 kU/l peroxidasa; 0,5 mM 4-aminofenazona; buffer 100 mM fosfatos pH 7.0 y 12 mM 

4-hidroxibenzoatos). Se incubó la reacción 10 min a 37 °C y se leyó la absorbancia a 492 nm en 
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espectrofotómetro junto al blanco de reactivos correspondiente a la determinación. Para poder 

correlacionar la cantidad de almidón con la determinación de la concentración de azúcares solubles 

liberados durante la digestión enzimática del almidón, se construyó una curva de almidón a partir de 

una solución estándar, y se trató de igual manera que la muestra. Con los valores obtenidos en esta 

determinación se realizó una curva de calibrado de Glc (mg/ml) en función de la cantidad de 

almidón (µg). Para determinar los contenidos de almidón por célula en cada una de las muestras se 

utilizó siempre la parte lineal de la curva obtenida y las siguientes ecuaciones: 

Cálculo de la concentración de Glc en la muestra: 

Cglc = ( (Am � Ab) / Pglc ) * Dil -1 

Cglc: concentración de glucose en la muestra (mg/ml) 

Am: absorbancia a 492 nm de la muestra 

Ab: absorbancia a 492 nm del blanco 

Pglc: pendiente de la recta Aglc vs Cglc (ml/mg)  

Dil -1: inversa de la dilución de la muestra ensayada. 

 

Cálculo de los µg de almidón en la muestra: 

Alm = ( Cglc / Palm/Cglc) * Dil -1 

Alm: cantidad de almidón (µg) 

Palm/Cglc: pendiente de la recta Alm vs Cglc. 

 

Tinción con Rojo Nilo 

Las muestras de algas verdes unicelulares destinadas a la determinación de lípidos neutros se 

centrifugaron a 1500 xg durante 10 min para obtener un pellet celular que se resuspendió en buffer 

fostatos salino (PBS). La suspensión obtenida se separó en 2 alícuotas iguales y solo a una de ellas 

se le agregó un volumen de una solución del colorante Rojo Nilo en dimetilsulfóxido (DMSO)a una 

concentración final de (0,5 ✂✒�☎l-1), Las suspensiones celulares fueron observadas en microscopio 

de epifluorescencia (CX31, Olympus, Japón), empleando filtros de excitación y emisión para 

fluoresceína (FITC). 
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Metodología utilizada en biología molecular 

Extracción del ARNm 

Células autotróficas 

Las extracciones de ARN en células de algas verdes unicelularescrecidas en condiciones 

autotróficas, se realizaron utilizando el reactivo de extracción Trizol (0,38% (v/v) de fenol ácido, 

0,8 M de tiocianato de guanidina, 0,4 M tiocianato de amonio, 0,1 M de NaAc (pH 5,0), 5% (v/v) 

de glicerol). Para dichas extracciones 1x108 células se pulverizaron con nitrógeno líquido en un 

mortero estéril y la totalidad del polvo obtenido se transfirió a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se 

agregó 1 ml del reactivo de extracción. Luego de mezclar por inversión varias veces, los tubos se 

incubaron a temperatura ambiente 10 min y se centrifugaron 10 min a 13.000 xg y 4 °C. A las 

fracciones solubles obtenidas se les adicionó 200 ✂✏ ✁✆ ✎✏✌�✌✗✌�☎✌ ✂ ✟✆ ✝✓✎✑✌✄�✌✓ 3 min adicionales 

a temperatura ambiente. Se centrifugaron 15 min a 13.000 xg a 4 °C y la fase acuosa fue 

posteriormente precipitada con un volumen de isopropanol incubando los tubos durante 30 min a 

-20 °C. Pasado el tiempo de incubación, los tubos fueron centrifugados a 13.000 xg durante 15 min 

a 4 °C y luego fueron lavados con etanol 70% (v/v). El precipitado se dejó secar a temperatura 

ambiente para luego ser disuelto en 30 ✂✏ ✁✆ ✄✒✑✄ ✌✝✁✆✟✠✝✏✄✁✄ ✆✟✠✆�✝✏✘ La concentración de ARN se 

determinó en espectrofotómetro a 260 nm.  

 

Células heterotróficas 

En el caso de extracciones de ARN de células crecidas en condiciones heterotróficas las muestras se 

trataron según se describe (Oñate-Sánchez y Vicente-Carbajosa, 2008). Las muestras se procesaron 

en nitrógeno líquido para lograr un polvo uniforme y este polvo se transfirió a tubos Eppendorf de 

1,5 ml que se adicionaron de 550 µl de solución amortiguadora de extracción de ARN (0,4 M LiCl, 

0,2 M buffer Tris pH 8, 25 mM EDTA y 1 % (p/v) SDS) y 550 ✂✏ ✁✆ ✎✏✌�✌✗✌�☎✌✘ �✌✟ ✠✑✌✌✟ ✟✆

agitaron 10 s., se mantuvieron en hielo 20 min y se centrifugaron a 13.000 xg 3 min a 4 °C. Luego, 

la fracción soluble se transfirió a tubos de 1,5 ml nuevos, se agregaron 500 ✂✏ ✁✆ ✗✆✓✌✏ ✔✎✝✁✌✡ ✏✌✟

tubos se agitaron nuevamente, se agregaron 200 ✂✏ ✁✆ ✎✏✌�✌✗✌�☎✌ ✂ ✟✆ ✎✆✓✠�✝✗✑✒✝ ✄ ✠✁✡✡✡ xg, 3 min 

a 4 °C. El sobrenadante se transfirió a un tubo con 1/3 del volumen de 8 M LiCl y se agitó. Se 

incubó a - 20 °C durante 1 h para precipitar el ARN, luego se centrifugó a 13000 xg durante 30 min 

a 4 °C y se realizó un lavado con etanol 70% (v/v). Para limpiar el ARN de impurezas, como 

carbohidratos, se hizo una precipitación diferencial, para lo que se agregaron 470 ✂✏ ✁✆ ✄✒✑✄
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bidestilada, 7 ✂✏ ✁✆ ✄✎✆✠✄✠✌ ✁✆ ✟✌✁✝✌ ✁ M (pH 5,2) y 250 ✂✏ ✁✆ ✆✠✄✓✌✏ ✄✌✟✌✏✑✠✌✡ ✟✆ ✍✌☎✌✒✆✓✝☎✝ ✏✄

mezcla y se centrifugó durante 10 min a 13.000 xg 4 °C. Luego, se transfirió la fracción soluble a 

un tubo de 1,5 ml y se agregaron 43 ✂✏ ✁✆ ✄✎✆✠✄✠✌ ✁✆ ✟✌✁✝✌ ✁ M (pH 5,2) y 750 ✂✏ ✁✆ ✆✠✄✓✌✏

absoluto, se mezcló para homogeneizar y se incubó a -20 °C durante 1 h. Luego, se centrifugó para 

separar el ARN precipitado. Finalmente, se lavó el precipitado con 1 ml de etanol 70% (v/v). En 

todos los casos, se realizó una segunda precipitación del ARN con 1 MLiCl, para eliminar posibles 

contaminaciones con ADN genómico, y se incubó 1 h a -20 °C. Se centrifugó a 13.000 xg por 1 h y 

se lavó el precipitado dos veces con 1 ml de etanol 70% (v/v). Luego, el ARN se resuspendió en 

20-50 µl de agua estéril libre de ARNasas.  

 

Extracción de ADN genómico 

Para analizar mediante la técnica de PCR la células de Chlorella sp. transformadas, se realizaron 

preparaciones de ADN genómico empleando un método de extracción sencillo[106]. Se colocó el 

pellet celular proveniente de 10 ml de cultivo en un tubo y se maceró durante 15 s. Después de 

agregar 700 ✂✏ de solución de extracción de ADN (200 mM Tris-HCl pH 8,0; 250 mM NaCl; 

25 mM EDTA y 0,5% (p/v) SDS), se agitó vigorosamente durante 10 s y se centrifugó a 12.000 xg 

durante 1 min.. Se tomaron 600 ✂✏ ✁✆✏ ✟✌✌�✆✓✄✁✄✓✠✆ ✂ ✟✆ ✄✒�✆✒✝ ✠ volumen de isopropanol. Luego 

de incubar 5 min a temperatura ambiente y mezclar vigorosamente, los tubos fueron centrifugados a 

10.000 xg durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y se realizó un lavado con 600 ✂✏ ✁✆ ✆✠✄✓✌✏ ✄✏

70% (v/v), se centrifugó 5 min a 10.000 xg y se mantuvo en estufa a 37 °C hasta evaporar el 

alcohol. Se resuspendió en 100 ✂✏ ✁✆ ✄✒✑✄ ✌✝✁✆✟✠✝✏✄✁✄ ✆✟✠✆�✝✏ ✂ ✟✆ ✎✆✓✠�✝✗✑✒✝ � min a 10.000 xg. Para 

realizar la PCR se tomó 1 ✂✏ ✁✆ ��☎✘ 

 

Transcripción reversa: obtención del ADN copia 

Para obtener el ADN copia (ADNc) a partir del ARNm, se realizó una retro-transcripción utilizando 

la transcriptasa reversa M-MLV (Promega), como se indica a continuación. Brevemente, se incubó 

1 µg ARNm y 100 pmol de oligo(dT) durante 5 min a 70 °C y luego la mezcla se enfrió 

rápidamente en hielo. Paso siguiente, la muestra se diluyó a un volumen final de 50 µl en 50 mM 

TRIS-HCl pH 8,3; 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM DTT, 200 mM dNTP, 25 U de inhibidor de 

ribonucleasas (RNasin ribonuclease inhibitor, Promega) y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV. 

La hebra de ADNc a partir del ARNm se obtuvo incubando la mezcla de reacción anterior a 42 °C 

durante 60 min. 
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Cuantificación de ácidos nucleicos  

Las concentraciones de ADN y ARN en solución se calcularon a partir de la absorbancia a 260 nm, 

considerando que una DO (260 nm) = 1 equivale a 50 ✂✒�☎✏ ✁✆ ��☎ ✌ ✄ ✁✡ g/ml de ARN. También 

se midió la absorbancia a 280 nm, pico máximo de absorción de las proteínas, y se descartaron 

aquellas muestras con una relación de Abs 260 / Abs 280 inferior a 1,7 por considerarlas con una 

contaminación de proteínas no aceptable para los ensayos subsiguientes.  

 

Oligonucleótidos  

Los oligonucleótidos utilizados en este capítulo se detallan en la Tabla 1, donde se remarcan 

lassecuencias que determinan los sitios de las enzimas de restricción indicadas (en negrita).  

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en el Capítulo 1. Las secuencias en negrita corresponden a 
los sitios de restricción de cada oligonucléotido.  

Oligonucleótidos Secuencia Sitio de restricción 
CvagapN-Fo GGATCCCATGACGGTCAGCAGCGACTTC  BamHI 
CvagapN-Re GCGGCCGCCTCATGCAGCGCCAG  NotI 
CvagapC1-Fo  GGATCCGATGCATGGCCATTGTGC  BamHI 
CvagapC1-Re GCGGCCGCTCAGACCTTGGCATC  NotI 
CvagapC2-Fo  GGATCCAATGCCGGTCAAGCTCG  BamHI 
CvagapC2-Re CATATGTCATGCCGACTTGGACATGT  NdeI 
CvagapC2-Re AAGCTTTCATGCCGACTTGGACATG  HindIII 
CvagapA-Fo  GGATCCAATGGCCGCCTCCG  BamHI 
CvagapA-Re  GCGGCCGCTCACTCCCAGTTG  NotI 

CvaglgC small-Fo  GGATCCGATGCGCTGCGCCGAGCTCAC  BamHI 
CvaglgC small-Re GCGGCCGCTCAGATGATGGTACCGTCAG  NotI 
CvaglgC large-Fo  GGATCCAATGCAGCAGGTTGCGATCG  BamHI 
CvaglgC large-Re GCGGCCGCTCAGATGATGGTGCC  NotI 

CvaglgC smarge-Fo GGATCCAATGAGCCGCACCGTG  BamHI 
CvaglgC smarge-Re GCGGCCGCTCAGATCACGATGC  NotI 

HaACT-Fo GGTAACATCGTGCTCAGTGGTGG   
HaACT-Re AACCACCTTGATCTTCATGCTGC   
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Para la amplificación de los genes de interés se utilizó como molde ADNc o ADN genómico, según 

corresponda. Las reacciones se realizaron con 2 ✂✏ ✁✆ ��☎ ☎✌✏✁✆, 2 mM dNTPs, 0,1 mM 

oligonucleótidos, 2 mM MgCl2 y 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Fermentas) en un volumen final 

de 50 ✂✏✘ �✏ ✁�✌✒�✄☎✄ ✌✔✟✝✎✌ ✑✠✝✏✝☎✄✁✌ ✗✑✆ ✆✏ ✟✝✒✑✝✆✓✠✆�  

1 ciclo de desnaturalización a 95 ºC, 5 min 

30 ciclos de:  

  (i) desnaturalización a 95 ºC, 1 min  

  (ii) hibridación a 40-60 ºC, 30 s                                                                                      

  (iii) elongación a 72 ºC, 1 min/kpb 

1 ciclo de elongación a 72 ºC, 10 min. 

Las reacciones se realizaron en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). 

 

Clonado 

Los productos amplificados por PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. La banda de 

interés se escindió del gel y se purificó con la herramienta comercial Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega). Las muestras purificadas se ligaron al vector de clonado pGEM-T 

Easy (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

 

Subclonado  

Para introducir el gen de interés en el vector de expresión correspondiente, se procedió a cortar el 

vector de clonado con las enzimas de restricción adecuadas para cada caso, de forma de liberar el 

inserto. Luego, la muestra se sometió a electroforesis en gel de agarosa y la banda de interés se 

cortó del gel y se purificó con la herramienta comercial Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System 

(Promega). Por otra parte, el vector de expresión se escindió con las mismas enzimas de restricción 

con las que se liberó el gen de interés del vector de clonado. Luego de la digestión, el vector de 

expresión cortado se precipitó con 67% (v/v) etanol y 0,1 M acetato de sodio incubando a -20 ºC 

durante 16-18 h. Finalmente, el vector digerido y precipitado se centrifugó a 15.000 xg durante 

15 min a 4 ºCy resuspendió en agua mQ estéril. El inserto y el vector se ligaron utilizando T4 ADN 

ligasa (Promega) durante 16 h a 16 ºC. Con la mezcla de ligación se transformaron células de 

E. coli TOP10, a fin de amplificar el plásmido. Para evaluar la presencia del inserto de interés en el 
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vector de expresión se realizó un corte con enzimas de restricción adecuadas y se sometió la 

reacción a una electroforesis en gel de agarosa. 

Extracción de ADN plasmídico   

Las células de E. coli transformadas se cultivaron en medio LB líquido suplementado con el 

antibiótico correspondiente y se cultivaron a 37 ºC durante 16-18 h. Posteriormente las células se 

cosecharon por centrifugación y se extrajo el ADN plasmídico utilizando la herramienta comercial 

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). La obtención del ADN plasmídico 

se corroboró por electroforesis en gel de agarosa.  

 

Corte con enzimas de restricción  

Para evaluar la presencia del inserto de interés en el vector correspondiente, se procedió al corte con 

enzimas de restricción. El procedimiento típico consistió en la incubación del ADN plasmídico 

(1-2 ✂✒� ✎✌✓ ✏✄✁✟� ✆✓☎✝☎✄✁✟� ✁✆ �✆✟✠�✝✎✎✝✝✓ ✎✌��✆✟✁✌✓✁✝✆✓✠✆✁✟� ✁✠✡-20 U, en la solución reguladora 

provista por el fabricante para cada caso) a 37 ºC durante 3 h. 

 

Construcciones plasmídicas para la expresión de las enzimas recombinantes 

En la Tabla 2 se detallan todas las construcciones plasmídicas que permitieron expresar las 

proteínas recombinantes utilizadas en esta tesis. 

 

Enzima Construcción Sitios de clonado Cepa de E. coli T (°C) 
[IPTG] 

(mM)

Ga3PDHasa 1 [pETDUET/Cva gapC1] BamHI/NotI BL21 28 0,2

Ga3PDHasa 2 [pETDUET/Cva gapC2] BamHI/HindIII BL21 28 0,2

Ga3PDHasa A [pETDUET/Cva gapA]
(smc1) BamHI/NotI      

(smc2) NdeI/XhoI
BL21 15-37 0,2-0,5

Ga3PDHasa A [pETDUET/Ath gapA]
(smc1) BamHI/NotI      

(smc2) NdeI/XhoI
BL21 15-37 0,2-0,5

Ga3PDHasa B [pETDUET/Ath gapB] BamHI/NotI BL21 18 0,2

np- Ga3PDHasa [pETDUET/Cva gapN] BamHI/NotI BL21; CHAP2; CP 15-37 0,2-0,5

ADP-Glc PPasa large [pETDUET/Cva AGPL] BamHI/NotI BL21; CHAP2; CP 15-37 0,2-0,5

ADP-Glc PPasa small [pETDUET/Cva AGPS] BamHI/NotI BL21; CHAP2; CP 15-37 0,2-0,5

ADP-Glc PPasa smarge [pETDUET/Cva AGPSm] BamHI/NotI BL21; CHAP2; CP 15-37 0,2-0,5

Tabla 2. Expresión de las proteinas recombinantes: construcciones y condiciones empleadas. Las enzimas se 
diferencian en colores de acuerdo al organismo al que pertenecen: verde (Chlorella vulgaris) y rojo (Arabidopsis 

thaliana). smc: sitio de multiples clonados; CP: Codon-Plus®; T: temperatura. 
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Para expresar las proteínas recombinantes, se transformaron células de E. coli indicadas en la 

Tabla 2 para cada caso con la construcción correspondiente utilizando el método de transformación 

por CaCl2. Luego, las células transformadas obtenidas en las placas con el medio de selección se 

repicaron a medio LB líquido suplementado con el antibiótico correspondiente y se incubaron en 

agitación a 37 °C hasta su saturación.  

Para los ensayos de expresión se inocularon cultivos de 1 l de medios de cultivo LB, YT2X o TB 

realizando una dilución 1/50. El cultivo inoculado se incubó a 30 °C en agitación orbital a 200 rpm 

hasta alcanzar una DO600 ~ 0,8, momento en el cual se agregó el inductor IPTG. Luego de la 

inducción, las células continuaron cultivándose a la temperatura adecuada (según tabla 2) en 

agitador orbital a 200 rpm durante 16 h más. Las células se cosecharon por centrifugación a 

5.000 xg durante 10 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso. 

 

Transformación de células 

Cepas bacterianas  

Las células de E. coli se hicieron competentes utilizando el método del CaCl2. Se utilizó un cultivo 

saturado para inocular medio LB fresco en una dilución 1/20. Las células se crecieron hasta 

DO600 � 0,4 y luego se cosecharon por centrifugación a 5.000 xg durante 5 min. Luego las células a 

partir de 1 ml de cultivo se resuspendieron en 500 µl de ST1 [10 mM MOPS-NaOH pH 7,0, 10 mM 

KCl]. Seguidamente se lavaron con el mismo volumen de ST2 [100 mM MOPS pH 6,5, 10 mM 

KCl, 100 mM CaCl2] y se incubaron 15 min en hielo, se centrifugaron nuevamente en las mismas 

condiciones y luego resuspendieron en 100 µl de ST2. Para transformar las células competentes, a 

una alícuota de 100 �l se le adicionaron de 2 a 4 �g de ADN plasmídico. La mezcla se incubó en 

hielo durante 1 h y luego se sometieron las células a un choque térmico a 42 °C por 45 s. Las 

células se recuperaron en medio LB durante 1 h a 37 °C y se sembraron en medio LB-agar 

suplementado con el antibiótico correspondiente. Finalmente, las células se cultivaron durante 

16-18 h a 37 °C y se seleccionaron distintos clones para su posterior análisis. 

 

Cepas de algas verdes unicelulares 

Las células en fase exponencial crecidas en el medio BOLD3N fueron sometidas a distintos 

métodos de transformación según se describe en las siguientes secciones. 
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Electroporación de células intactas 

Las células se transformaron según el protocolo de GeneArt® Chamydomonas Engineering Kits 

(Invitrogen). Se centrifugó por 15 min a 1.500 xg un volumen de cultivo correspondiente a 

1x108 células. Seguidamente las mismas se resuspendieron en 10 ml de GeneArt® MAX 

Efficiency® Transformation Reagent y se centrifugaron 5 min a 1.500 xg. Luego de repetir este 

último paso, las células se resuspendieron con un volumen del mismo reactivo hasta una 

concentración celular final de 3x108 células/ml. Se puso una alícuota de 300 µl de dichas células en 

4 cubetas de electroporación (0,2 cm de diámetro) y se les agregó 25 µl de la solución 

correspondiente según se describe en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Soluciones empleadas para realizar los diferentes controles de transformación 
de Chlorella sp. SE:sobreexpresión 

C
O

N
T

R
O

L
E

S NEGATIVO agua mQ estéril 

POSITIVO 0,16 g/l pChlamy_3 linealizado con PvuI 

VIABILIDAD agua mQ estéril 

Contrucción plasmídica 0,16 g/l [pChlamy_3/AthGapN] linealizado con PvuI 

 

La mezcla se incubó en hielo durante 5 min y se electroporó en un electroporador Gene Pulser TM 

(Bio-Rad) con las siguientes condiciones: capacitancia 50 µF, resistencia 800 ✂ ✂ ✑✓ ✚✌✏✠✄✞✆ ✁✆

500 V con un pulso de 5 s. Las cubetas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 min. 

Posteriormente se agregó medio BOLD3N suplementado con Glc 20% (p/v), se pasaron las 

suspensiones celulares a tubos Eppendorf y se incubó durante 20 h. Se centrifugó durante 15 min a 

1.500 xg y se plaqueó en medio sólido BOLD3N-glc 1.5% agar con una concentración de 50 mg/l 

de higromicina, excepto en el caso del control de viabilidad que se plaqueó en el mismo medio pero 

sin antibiótico. Se mantuvieron a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 16/8 h hasta que aparezcan 

colonias. 

 

Generación y electroporación de protoplastos 

Los protoplastos se generaron incubando 5x108 células con 10 ml de celulasa de Trichoderma 

longibrachiatum (SIGMA) 4% (p/v) en buffer fosfato salino (PBS) durante 24 h a 23 °C en 

condiciones de agitación y ciclos de luz/oscuridad de 16/8 h. Posteriormente se centrifugó a 

1.500 xg durante 15 min, se lavó con 5 ml de BOLD3N y se resuspendió en 1 ml de buffer acetato 
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5 mM, pH 5 y 20 g/l de Glc. Luego se continuó con la electroporación siguiendo el mismo 

protocolo descripto anteriormente para células intactas. 

 

Transformación de protoplastos con PEG 

Luego de generar los protoplastos, estos se centrifugaron eliminando la fracción soluble y se 

realizaron dos lavados con 10 ml de BOLD3N. Finalmente, se resuspendieron en 1 ml del mismo 

medio. Seguidamente, se mezcló en 4 tubos: 400 µl de protoplastos,  300 mg de microesferas de 

vidrio y 25 µl de las soluciones detalladas en la Tabla 3. Cada tubo se mezcló utilizando un vórtice 

en ciclos de mezcla/descanso de 5/5 s durante 30 min. Luego se dispersaron las células en placas 

con medio sólido BOLD3N-glc 1.5% agar suplementado con 50 mg/l de higromicina, excepto en el 

caso del control de viabilidad que se plaqueó en el mismo medio pero sin antibiótico.Se 

mantuvieron a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 16/8 h hasta que aparezcan colonias. 

 

Transformación de células de Chlorella sp. intactas con Agrobacterium tumefaciens 

Se procedió a la transformación según el protocolo descripto por Thye San Cha y col. [107] y según 

se detalla a continuación.  

Las células de Chlorella sp. se plaquearon en medio BOLD3N-agar, 5x106 células y se mantuvieron 

a 23-25°C durante 2 días con ciclos de luz/oscuridad 16/8 h. Luego se recogieron las células de la 

placa lavando la misma con 5 ml de medio inductor (BOLD3N con 100 µM de acetociringona) y se 

pasaron a un tubo falcon de 15 ml. Se centrifugó a 2500 xg durante 15 min y se conservó las células 

cosechadas a -80 °C. 

Las células de Agrobacterium tumefaciens se cultivaron en 10 ml de medio LB suplementado con 

5 mM de Glc, 50 mg/l de kanamicina y rifampicina y 100 mg/l de streptomicina; en oscuridad 

durante 20 h a 28 °C y 200 rpm. Posteriormente, se realizó una dilución 1/5 del cultivo en medio 

LB y se lo mantuvo en las mismas condiciones antes mencionadas hasta que alcanzó una DO: 1. El 

cultivo se centrifugó a 2.000 xg durante 15 min y la fracción insoluble se resuspendió en un 

volumen de medio inductor tal que permita tener una DO: 0,5. 

La células de Chlorella sp. se resuspendieron con 200 µl de la suspensión de células de A. 

tumefaciens y se plaquearon en medio inductor agarizado. Se mantuvieron las placas en oscuridad a 

23-25 °C durante 3 días. Para cosechar las células se agregó a la placa 7 ml de medio BOLD3N 

suplementado con higromicina 20 mg/l, se recolectó el líquido con las suspensión celular y se 

mantuvo durante dos días a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 16/8 h. Posteriormente, se 
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seleccionaron las colonias transformadas plaqueando la suspensión celular en medio BOLD3N-agar 

suplementado con 50 mg/l de higromicina. Se mantuvieron a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 

16/8 h hasta que aparezcan colonias. 

 

Purificación de las enzimas recombinantes  

Las células obtenidas en los ensayos de expresión se resuspendieron en Buffer H [25 mM Tris-HCl 

pH 8,0, 300 mM NaCl, 5% (v/v) glicerol y 10 mM imidazol] y se lisaron por ultrasonido. Se 

centrifugó a 16.000 xg durante 20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de partículas en 

suspensión. La fracción soluble se sembró en una columna HisTrap HP de 1 ml (GE Healthcare) 

previamente equilibrada con Buffer H. La elusión de la proteína retenida se realizó con un gradiente 

de imidazol de 10-300 mM en Buffer H. Para el caso en el que no se utilizó el AKTA, las elusiones 

se realizaron empleando concentraciones crecientes de imidazol en buffer H (30, 50, 70, 100 y 

300 mM). Las fracciones que contenían actividad enzimática se reunieron y se conservaron a 

-80 °C. 

Todas las proteínas se purificaron siguiendo el protocolo descripto, a excepción de la 

Ga3PDHasa A clonada en el vector pETDUET smc 2 (Tabla 3) la cual no contiene etiqueta de His 

incorporada. En este caso, las células se resuspendieron en Buffer A [50 mM MOPS pH 8,0, 

0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 y 5% (p/v) de sacarosa] y se lisaron por ultrasonido. Se centrifugó a 

16.000 xg durante 20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de partículas en suspensión. La 

fracción soluble se sometió a una precipitación salina sucesiva, entre 30 y 80 % utilizando 

(NH4)2SO4. Luego se probaron diferentes protocolos con las fracciones obtenidas:  

- se lavaron con Buffer A empleando un dispositivo de ultracentrifugación.  

- se sembraron en una columna de filtración por gel (Superdex 200 5/100 Tricon). 

- se sembraron en una columna de fenilsefarosa equilibrada con Buffer C [Buffer A con 1 M 

de (NH4)2SO4]. 

En todos los casos se determinó actividad enzimática y se analizó el perfil proteico obtenido 

mediante electroforesis (SDS-PAGE 12%). 
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Filtración por gel 

La masa molecular de las proteínas se determinó utilizando una columna de Superdex 200 5/100 

Tricorn (GE Healthcare) equilibrada con solución G (50 mM HEPES pH 8,0 y 100 mM NaCl). LA 

curva de calibrado se determinó utilizando proteínas estándar de masa molecular conocida 

(ovoalbúmina, 43 kDa; conalbúmina, 75 kDa; aldolasa, 158 kDa, ferritina, 440 kDa y tiroglobulina, 

669 kDa; GE Healthcare). El volumen V0 fue determinado utilizando Azul de Dextrano (Promega). 

 

Disrrupción y extracción protéica en células de Chlorella spp. 

Las células obtenidas durante el crecimiento autotrófico y/o heterotrófico se pulverizaron con N2 

líquido en un mortero. El polvo obtenido se transfirió a un tubo eppendorf el cual contenía un 

volumen de buffer de extracción de 2 µl por mg de biomasa húmeda (10% (v/v) Glicerol, 

0,25% (p/v) BSA, 0,1% (v/v) Tritón-X100, 50 mM Hepes/KOH pH 7,5, 10 mM MgCl2, 

1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMFS y 1 mM DTT). Luego de mezclar empleanos un vórtice, 

los tubos se centrifugaron a 13.000 xg y 4 °C. Las fracciones solubles obtenidas se conservaron a 

4 °C  mientras se determinó la actividad enzimática correspondiente.  

 

Metodología de análisis enzimático  

Medida de actividad de las deshidrogenasas (DHasas) 

Para medir la actividad de las enzimas Ga3PDHasa, np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasaA/B y la 

SSADHasa se hizo uso de la propiedad diferencial que tiene la coenzima NAD(P)+ y su par 

reducido, NAD(P)H, en su espectro de absorción a 340 nm, longitud a la cual sólo absorbe la forma 

reducida. De esta manera se puede seguir la actividad de una enzima que utiliza el cofactor 

NAD(P)+, por aumento de la absorción a 340 nm en un espectrofotómetro. Una unidad de actividad 

se define como la cantidad de enzima necesaria para producir/consumir 1 µmol de producto/sustrato 

en 1 min bajo las condiciones específicas para cada ensayo. Para calcular la concentración del 

NAD(P)H generado en el medio de reacción se utilizó su coeficiente de absorción molar a 340 nm 

de 6,22 mM-1cm-1. 
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Medida de actividad Ga3PDHasa 

Para determinar la actividad de la enzima Ga3PDHasa en dirección de la reducción del NAD+ se 

utilizó un medio de reacción que contenía: 50 mM Tricina-NaOH pH 8,5, 1,5 mMNAD+, 

10 mM AsO4Na3, 2,4 mM Fru1,6bisP, 0,4 U aldolasa (Sigma) y una cantidad adecuada de enzima, 

a menos que se indique lo contrario. Cuando se empleó D/L Ga3P, la aldolasa y Fru1,6bisP no se 

agregaron a la mezcla de reacción. Para la reacción en sentido de la oxidación del NADH se 

empleó: 8 mMATP, MgSO4 y 3PGA, 1,5 mMNADH, 1 U/ml PGK y una cantidad adecuada de 

enzima. Las reacciones se iniciaron, en todos los casos, por el agregado del sustrato Fru1,6bisP, (D 

o L)-Ga3P o ATP, según corresponda, y se registró la reducción/oxidación del NAD+/NADH a 

340 nm a 30 °C. 

 

Medida de actividad np-Ga3PDHasa 

Para determinar la actividad de la enzima np-Ga3PDHasa se utilizó un medio de reacción que 

contenía: 50 mM Tricina-NaOH pH 8,5, 2,4 mMFru1,6bisP, 1 U aldolasa (Sigma), 1,5 mM NADP+ 

y una cantidad adecuada de enzima, a menos que se indique lo contrario. Las reacciones se 

iniciaron, en todos los casos, por el agregado de Fru1,6bisP y se registró la reducción del NADP+ a 

340 nm a 30 °C. 

 

Medida de actividad Ga3PDHasa A y B 

Para determinar la actividad de las enzima Ga3PDHasa A y B en dirección de la reducción del 

NADP+ se utilizó un medio de reacción que contenía: 50 mM Tricina-NaOH pH 8,5, 

1,5 mM NADP+, 2,4 mMFru1,6bisP, 0,4 U aldolasa(Sigma) y una cantidad adecuada de enzima, a 

menos que se indique lo contrario. Cuando se empleó (D o L)-Ga3P, la aldolasa y Fru1,6bisP no se 

agregaron a la mezcla de reacción. Para la reacción en sentido de la oxidación del NADPH se 

empleó: 8 mMATP, MgSO4 y 3PGA, 1,5 mMNADH, 1 U/ml PGK y una cantidad adecuada de 

enzima. Las reacciones se iniciaron, en todos los casos, por el agregado del sustrato Fru1,6bisP, 

(D o L)-Ga3P o ATP, según corresponda, y se registró la reducción/oxidación del NADP+/NADPH 

a 340 nm a 30 °C. 

 

Medida de actividad ADP-Glc PPasa 

La determinación de la actividad de la ADP-Glc PPasa se realizó en sentido de síntesis de 

ADP-Glc, empleando el método colorimétrico desarrollado en nuestro laboratorio. Este método se 
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basa en la cuantificación de Pi mediante una reacción de color con el acople Verde de Malaquita-

molibdato de amonio. El Pi medido es generado por hidrólisis enzimática del PPi a expensas de una 

reacción acoplada, catalizada por la pirofosfatasa inorgánica (PPasa, pirofosfato:fosfohidrolasa, 

EC 3.6.1.1). El PPi, es producto de la reacción de síntesis de NDP-Glc llevada a cabo por las 

NDP-Glc PPasas[108]. 

Las reacciones acopladas del método de medida son: 

Glc-1P  +  NTP               NDP-Glc  +  PPi 

PPi                2 P 

Una unidad (U) de actividad enzimática es definida como la cantidad de enzima que cataliza la 

síntesis de 1 µmol de producto por min, en las condiciones especificadas. 

La determinación de la medida de actividad se realizó a 37 °C en un volumen final de 50 µl, donde 

la mezcla de reacción estándar contenía: 100 mM MOPS pH 8, 5 mM MgCl2, 2 mM DTT, 

5 mM 3PGA, 0,2 mg/ml BSA, 0,5 U/ml PPasa obtenida en nuestro laboratorio, 1 mM ATP y una 

cantidad adecuada de enzima. La reacción se inició con el agregado de 1 mM de Glc-1P y se incubó 

durante 10 min. La reacción se detuvo con la adición de 375 µl del reactivo de color (ver 

composición más abajo), seguido por el agregado de 50 µl de 34% (p/v) citrato de sodio. Una 

alícuota de 250 µl de esta mezcla previamente homogeneizada se dispensó en policubetas y se 

determinó la absorbancia a 630 nm en un lector de ELISA Microplate Photometer Miltiskan Ascent 

(Thermo Scientific). Paralelamente a la determinación se estableció una curva de calibrado con 

testigos de PPi tratados con PPasa en el mismo medio de reacción que las muestras y se obtuvo el 

factor de conversión de DO a nmoles. El reactivo de color se preparó mezclando 3 volúmenes de 

Verde de Malaquita (Sigma) al 0,045% (p/v) y 1 volumen de molibdato de amonio al 4,2% (p/v) en 

5 N HCl. Luego de homogeneizar durante 30 min y filtrar, a 5 ml de la solución obtenida se le 

adicionaron 100 µl de Tween20 al 2% (v/v) [108]. 

 

Caracterización cinética de las enzimas en estudio 

Para determinar los parámetros cinéticos de las enzimas en estudio se realizaron curvas de 

saturación de actividad enzimática en presencia de una concentración fija de uno de los sustratos y 

concentraciones variables del sustrato analizado. Los datos cinéticos obtenidos se graficaron como 

velocidad inicial en U/mg versus la concentración del sustrato variable en µM o mM. Los 

parámetros cinéticos fueron calculados mediante ajuste por regresión no lineal utilizando la 
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ecuación de Hill y el programa informático OriginTM 7.0. Los valores obtenidos implican un 

promedio de un mínimo de tres determinaciones independientes que fueran reproducibles dentro de 

un marco de variación de ± 10%. 

 

Análisis cinético 

Los datos de actividad enzimática se graficaron en función de la concentración de sustrato o efector 

y fueron ajustados a distintos modelos de ecuaciones con el programa Origin 8.1 (OriginLab). Para 

el caso del cálculo de constantes cinéticas, se ajustaron los datos experimentales a la ecuación de 

Hill: v = VmaxSnH/(S0,5
nH + SnH); donde S0,5 es la concentración de sustrato (S) que produce el 50 % 

de la velocidad máxima (Vmax), y nH es el coeficiente de Hill [109]. Una vez verificado un 

comportamiento hiperbólico (nH) no significativamente distinto de 1), el S0,5 es equivalente a los 

valores de Km determinados. Los valores de las constantes cinéticas son el resultado de al menos 

tres determinaciones con una variación menor al 10 %. Los valores de las mismas se expresan ± su 

error estándar. 

 

Resultados 

Cultivo de distintas especies de Chlorella en condiciones autotróficas y heterotróficas  

Chlorella es un alga con capacidad de sintetizar ácidos grasos de interés industrial, de rápido 

crecimiento y se adapta a diferentes fuentes de carbono y energía tanto en condiciones autotróficas, 

heterotróficas e inclusive, mixotróficas. Por este motivo, y con el objetivo de comprender mejor sus 

adaptaciones metabólicas frente a diferentes condiciones de cultivo, seleccionamos algunas especies 

de Chlorella que disponíamos, las cultivamos en diferentes condiciones tróficas y caracterizamos el 

cultivo determinando: su crecimiento celular (calculando la velocidad específica de crecimiento µ, 

que es el tiempo en el que el cultivo alcanza la fase exponencial y estacionaria del crecimiento), la 

concentración celular máxima y la concentración de almidón, ácidos grasos (TAG) y proteínas. 

Luego de conocer estas características, escalamos los cultivos en las condiciones adecuadas y 

utilizamos la biomasa obtenida para determinar la actividad de algunas enzimas de relevancia en la 

partición del carbono intracelular. 
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velocidad de crecimiento de 0,024 ± 0.001 h-1 y al momento de comenzar la fase estacionaria se 

obtuvo una concentración celular de 1 x 107 cel/ml. En el cultivo heterotrófico (Figura 13 C), se 

puede observar que durante las primeras 24 h las células crecieron a una menor velocidad (fase de 

latencia) y luego entraron en la fase de crecimiento exponencial durante 120 h con una velocidad 

específica de crecimiento de 0,023 ± 0.002 h-1. A comienzos de la fase estacionaria, el cultivo 

heterotrófico alcanzó una concentración celular máxima de 2,7 x 107 cel/ml, el doble que la 

alcanzada en condiciones autotróficas. Conocidos estos parámetros, se escalaron los cultivos de 

Chlorella sp. en idénticas condiciones y al finalizar la fase exponencial, se tomó una alícuota de 

cultivo para observarlas al microscopio, la biomasa restante se cosechó y conservó a -80 °C para 

análisis posteriores. 

Con el fin de evaluar la acumulación de lípidos en las células, se realizó un ensayo cualitativo 

empleando un microscopio de epifluorescencia y el colorante fluorescente Rojo Nilo que puede 

unirse a los ácidos grasos de manera específica. Como puede observarse en la Figura 14 B, en las 

células crecidas en condiciones heterotróficas aparecen partículas esféricas, fluorescentes, formadas 

por lípidos neutros, que están ausentes en las células crecidas en condiciones autotróficas 

(Figura 14 A). Además, cuando se determinó cuantitativamente la concentración de TAG y almidón 

en ambos cultivos (Figura 14 C), resultó que la cantidad de TAG es tres veces mayor en las 

condiciones heterotróficas y va en detrimento del contenido de almidón, que disminuyó en la misma 

proporción cuando se comparan con los valores obtenidos para la condición autotrófica.   
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presentaron el doble de velocidad específica de crecimiento (µ) que Cvu y Csp en las mismas 

condiciones. Cpr y Csa crecieron exponencialmente por 100 h donde alcanzaron concentraciones 

celulares finales de 1 x 109 cel/ml, mientras que Cvu y Csp, tuvieron una fase exponencial de 

crecimiento extendida que fue de 190 h, que finalmente permitió alcanzar densidades celulares de 

1 x 108 cel/ml. Los resultados indican que Cpr y Csa, lograron alcanzar una concentración celular 

en condiciones heterotróficas un orden de magnitud mayor que Cvu y Csp. En condiciones 

autotróficas, Csp, Cpr y Csa presentaron una fase de crecimiento exponencial de 25 h, logrando una 

concentración celular máxima de 5 x 106, 1 x 107 y 3 x 106 cel/ml, respectivamente. En esas mismas 

condiciones, Cvu creció exponencialmente por 75 h, alcanzando una concentración máxima de 

5 x 106 cel/ml. Luego de caracterizar el crecimiento celular, se escalaron los cultivos en las mismas 

condiciones con el fin de obtener biomasa. Las células cosechadas se dividieron a fin de tener 

muestras para observar al microscopio, determinar contenido de almidón, lípidos y proteínas, y la 

fracción restante se conservó a -80 °C para posteriores análisis.  

En la Figura 16 A se muestran los resultados de la cuantificación de los componentes celulares: 

TAG, almidón y proteínas para cada una de las cepas en ambas condiciones de cultivo. Como se 

observa en la Figura 16 A, en condiciones autotróficas Cvu acumuló �70 veces más TAG que las 

cepas restantes, mientras que en condiciones heterotróficas Csa, Cpr y Cvu presentaron un 

contenido de TAG un orden de magnitud mayor que Csp. Respecto al contenido de almidón 

(Figura 16 B), Cvu y Csp acumularon en promedio �6 veces más almidón que Csa y Cpr en 

cualqueira de las condiciones de cultivo. En el caso del contenido proteico (Figura 16 C), Csp 

contiene en promedio �4 veces más proteínas que las cepas restantes en ambas condiciones de 

cutlivo.  

Tomando cada cepa en particular:  

-Csa acumuló �55 veces más TAG y �4 veces menos almidón en condiciones heterotróficas, 

mientras que las proteínas se mantuvieron en concentraciones similares en ambas condiciones de 

cultivo.  

-Cpr acumuló �17 veces más TAG, �4 veces menos almidón y �4 veces menos proteínas en 

condiciones heterotróficas.  

-Cvu acumuló cantidades similares de TAG y almidón en ambas condiciones de cutlivo y �4 veces 

más proteínas en condiciones heteretróficas.   

-Csp acumuló cantidades similares de TAG, almidón y proteínas en ambas condiciones de cutlivo. 

Las algas, generalmente, presentan mayor velocidad de crecimiento [93] [116] y productividad de 

lípidos [29] [111] [116] en condiciones heterotróficas. La variabilidad en el perfil de acumulación 
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de compuestos de reserva de cada especie de Chlorella se ha demostrado anteriormente, siendo 

tanto el contenido de lípidos como el perfil de ácidos grasos de las algas varíable entre especies y en 

función de las condiciones del cultivo [79] [117] [118] [119] [120], del período de cosecha y la 

edad del cultivo [121] [122]. Los resultados indican que dependiendo el tipo de producto que se 

quiere obtener y las condiciones de cultivo que se puedan utilizar, deberá elegirse una u otra especie 

de Chlorella ya que no es indistinto y todas presentan perfiles de acumulación de reservas 

particulares. 

Una característica ventajosa del trabajo con algas es la capacidad que tienen las mismas de cambiar 

rápidamente la forma de almacenamiento de energía entre almidón/lípido [123]. En el caso de Csa y 

Cpr, ambas especies tienen un mayor contenido de TAG en condiciones heterotróficas y esto va en 

detrimento de las concentraciones de almidón, e incluso de proteínas. A su vez, para Csa y Cpr el 

contenido de almidón fue �4 veces mayor cuando se cultivaron en condiciones autotróficas. Otro de 

los compuestos sintetizados por las algas y con interés comercial son las proteínas. Chlorella se ha 

convertido en un alga dominante comercialmente por su uso como fuente de  nutracéuticos y de 

proteínas funcionales o antígenos de vacunas [124]. El contenido proteico total en Chlorella sp. 

resultó �4 veces mayor que el de las demás especies, sin embargo esta fue la especie con menor 

contenido de TAG en cualqueira de las condiciones de cultivo.  En comparación con las plantas 

superiores, la biosíntesis de almidón y lípidos ha sido menos estudiada en microalgas. Entender la 

partición del carbono entre lípidos y/o almidón podría ser significativo para el desarrollo de cepas 

que acumulen discriminadamente uno u otro tipo de compuesto de reserva con vista a su aplicación 

a nivel industrial para la producción de biocombustibles. Los resultados obtenidos en estos estudios 

enfatizan la importancia de caracterizar el metabolismo del carbono en microalgas, lo cual permitirá 

la manipulación genética racional y fundada de estos organismos partiendo de una análisis integral 

de las enzimas y vías metabólicas involucradads, conociendo cómo se modifican en relación a 

cambios en las condiciones de cultivo y su relación con los rendimientos en la producción de 

lípidos y de carbohidratos. 
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Determinación de la actividad de distintas enzimas de Chlorella spp.  

Para avanzar en la comprensión del metabolismo de Chlorella en diferentes condiciones de cultivo 

y tener evidencias de cómo se modifican las actividades de algunas enzimas y su relación con la 

acumulación de compuestos de reserva (TAG y almidón), nos propusimos caracterizar enzimas del 

metabolismo del carbono. Por un lado, ensayamos sus actividades en extractos proteicos de células 

de Chlorella spp. crecidas en diferentes condiciones tróficas y determinamos por inmunodetección 

la presencia de tales proteínas. Además, a las enzimas que nos interesaban estudiar las clonamos, 

expresamos en forma recombinante. Las enzimas que pudimos producir en forma recombinante 

fueron purificadas y caracterizadas en sus propiedades cinéticas y estructurales.   

 

Determinación de la actividad de enzimas en extractos de Chlorella spp.  

La gran variabilidad que han demostrado las diferentes especies de Chlorella en el tipo de 

compuesto de reserva que acumulan es reflejo de modificaciones del flujo de carbono y energía 

entre diferentes vías metabólicas. Para avanzar en el entendimiento de los cambios en las 

actividades de determinadas enzimas en respuesta a las condiciones de cultivo y poder inferir su 

impacto en la acumulación de un tipo u otro de compuesto de reserva, medimos la actividad y 

determinamos la presencia por inmunodetección de las mismas. Específicamente, analizamos tres 

enzimas: Ga3PDHasa (GapC, EC 1.2.1.12), np-Ga3PDHasa (GapN, EC 1.2.1.9) y ADP-Glc PPasa 

(EC 2.7.7.27). A partir de las células lisadas de Chlorella sp. crecidas en condiciones auto y 

heterotróficas, se realizó una extracción proteica en medios adecuados específicos para poder 

mantener activas a cada una de las enzimas de interés.  

Los resultados de los valores de actividad enzimática se muestran en la Tabla 4. La actividad de las 

enzimas se expresó como unidades por mg de proteínas totales. A partir de los resultados obtenidos, 

se puede remarcar que la actividad de la ADP-Glc PPasa fue �4 veces mayor en los extractos de 

Chlorella sp. cultivadas en condiciones autotróficas, en comparación con las células crecidas 

heterotróficamente. Si relacionamos esto con la determinación del contenido de TAG y almidón 

(Figura 12 B), se podría concluir que el aumento de la actividad de la ADP-Glc PPasa en las células 

crecidas en condiciones autotróficas impacta en una mayor acumulación de almidón (�3 veces más) 

cuando se compara con lo cuantificado en condiciones heterotróficas. Además, se puede resaltar 

que esto impacta de manera negativa en la acumulación de TAG, que es menor (�3 veces) en 

condiciones autotróficas. Por su parte, la actividad de la Ga3PDHasa fue �6 veces mayor en 

condiciones heterotróficas. En sentido contrario a como impacta la actividad de la ADP-Glc PPasa, 
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un aumento en la actividad de la Ga3PDHasa resulta en una mayor aumulación de TAG y menor 

acumulación de almidón en condiciones heterotróficas. Con respecto a la np-Ga3PDHasa sólo pudo 

detectarse actividad de la enzima en condiciones autotróficas, mientras que la actividad de la 

Ga3PDHasaA se mantuvo similar en ambas condiciones de cultivo (Tabla 4).  

Los resultados obtenidos, concuerdan con los publicados por otros autores que han observado que: 

(I) una inactivación del gen que codifica para la ADP-Glc PPasa en Chlamydomonas reinhardtii 

resulta en un aumento de �10 veces en la cantidad de TAG en condiciones autotróficas [100]; y (II) 

en Chlorella fusca, la presencia de glucosa en el medio de cultivo (condición similar a lo que ocurre 

en condiciones heterotróficas) resulta en una disminución de la actividad de la np-Ga3PDHasa [92].  

En la Figura 17 pueden observarse los perfiles proteicos y la inmunodetección de la 

ADP-Glc PPasa, np-Ga3PDHasa y Ga3PDHasa en los extractos de células de Chlorella sp. 

cultivadas en condiciones autotróficas y heterotróficas. En la Figura 17 A, los anticuerpos 

específicos para la ADP-Glc PPasa (obtenidos utilizando como antígeno la enzima 

heterotetramérica de hojas de espinaca) reconocen tres polipeptidos en el extracto proveniente del 

cultivo heterotrófico, mientras que reconocen sólo dos en el proveniente de las condiciones de 

cultivo autotróficas. Cabe señalar que las células presentan mayor actividad ADP-Glc PPasa en las 

condiciones autotróficas. En la Figura 17 B, cuando se utilizaron anticuerpos específicos para la np-

Ga3PDHasa, puede observarse en los extractos provenientes del cultivo autotrófico un polipéptido 

(�50 kDa) que está marcadamente disminuido en las condiciones hetereotróficas, en las cuales 

tampoco pudo detectarse actividad de esta enzima. Por último, en la Figura 17 C, donde se 

utilizaron anticuerpos específicos para la Ga3PDHasa, se pueden observar en los extractos 

provenientes de condiciones autotróficas dos polipéptidos para la Ga3PDHasa; mientras que se 

detecta sólo uno para la condición heterotrófica. Esta última condición corresponde a la que pudo 

determinarse mayor actividad de esta enzima. En la Figura 17 D se muestra un gel idéntico a los 

utilizados para cada una de las inmunodetecciones pero teñido con coomasie blue. Los resultados 

obtenidos muestran que en Chlorella sp., tanto las actividades de las enzimas estudiadas como los 

perfiles de expresión de las mismas, varían según las condiciones de cultivo y estas diferencias 

impactan en los perfiles de acumulación de compuestos de reserva y en la velocidad de crecimiento 

celular. 
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Los resultados obtenidos indican que la actividad de la Ga3PDHasa aumenta cuando las células se 

cultivan en condiciones heterotróficas y que lo observado anteriormente es un cambio metabólico 

que ocurre en respuesta a las condiciones de cultivo. Esto, a su vez, impacta en el tipo de compuesto 

de reserva que las células acumulan, favoreciendo la síntesis de TAG en detrimento de la síntesis de 

almidón. No resulta evidente si la adaptación metabólica responde a un aumento en la cantidad de 

enzima que se expresa, si hay más de una isoforma de la enzima que se están expresando 

diferencialmente o si responde a otro tipo de regulación posttraduccional de la misma. El tipo de 

cambio que ocurre en esta enzima en función de las condiciones de cultivo resulta interesante para 

investigar en trabajos futuros.  

 

Clonado, expresión heteróloga, producción recombinate y caracterización de enzimas de 

Chlorella sp. involucradas en el metabolismo del carbono. 

Para avanzar en la caracterización cinética de enzimas que participan en la partición de carbono en 

Chlorella sp. diseñamos la obtención de las mismas en forma recombinante, utilizando E. coli como 

huésped de expresión. Esto facilita la obtención de las enzimas en grandes cantidades y permite 

incorporar etiquetas que facilitan el proceso de purificación. Para lograr este objetivo, comenzamos 

haciendo una búsqueda en las bases de datos de sequencias de ADN los genes que codifican para la 

ADP-Glc PPasa, np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasa y Ga3PDHasaA en Chlorella spp. Para esta 

búsqueda seleccionamos secuencias de proteínas homólogas ya caracterizadas en Arabidopsis 

thaliana o las provenientes de Chlamydomonas reinhardtii y las usamos como molde para encontrar 

por similitud de secuencias las proteínas y los genes correspondientes. Las secuencias encontradas, 

que se detallarán más adelante en este capítulo, pertenecían a secuencias putativas provenientes de 

Chlorella variabilis. A partir de estas secuencias de ADN, diseñamos oligonucleótidos específicos 

que nos permitieran amplificar los genes a partir del mRNA extraído (y copiado a ADN) de 

Chlorella sp.   

 

Extracción de RNA 

En primer lugar, se tuvieron que evaluar diferentes técnicas de extracción del ARNm a partir de 

células crecidas en diferentes condiciones tróficas. Para la extracción de ARNm de células de 

Chlorella sp. crecidas en condiciones heterotróficas, fue más efectivo el uso de fenol ácido (F) en 

lugar de Trizol (T) (Figura 19 A). A partir del ADNc obtenido, se realizó una PCR para amplificar 

con oligonucleótidos específicos de la ACTINA2 (proteína de expresión constitutva) como un gen 

que nos permitíera evaluar la calidad del ARNm extraído. En ambos tipos de extracción se pudo 
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para la etapa de inducción de la expresión del gen. Una ventaja para el análisis de expresión de esta 

enzima es que al no encontrarse naturalmente en las cepas de expresión empleadas, se puede 

evaluar fácilmente su expresión mediante ensayos de actividad enzimática. 

En la Figura 21 se muestran los perfiles electroforéticos (SDS-PAGE teñidos con Coomasie Brillant 

Blue) correspondientes a los extractos proteícos de los cultivos de E.coli separados en fracción 

insoluble (FI) y fracción soluble (FS) mediante centrifugación. Cuando se utilizó como huésped de 

expresión la cepa de E. coli BL21 (Figura 21 A), no se evidenciaron proteínas con expresión 

diferencial ni en la fracción insoluble ni en la soluble, tampoco se detectó actividad np-Ga3PDHasa 

en los extractos solubles. Cuando se analizó por SDS-PAGE el ensayo de expresión en la cepa de E. 

coli BL21 Codon Plus (DE3-RIL) (Figura 21 B), se observó una proteína sobreexpresada 

diferencialmente en la fracción insoluble respecto al control sin trasnformar. Este resultado se 

obtuvo indistintamente al medio de cultivo empleado y a una tempretura de cultivo al momento de 

la inducción de 28 °C. Sin embargo, no pudo detectarse actividad np-Ga3PDHasa en ninguna de las 

fracciones solubles, ni recuperarse enzima mediante purificación por IMAC. Incluso, se evaluó 

también la expresión del gen en la cepa E.coli BL21 CHAP3 (DE3), que favorece la solubilidad de 

proteínas expresadas en forma recombinante, pero los resultados fueron los mismos a los antes 

descriptos para la cepa de E. coli BL21 Codon Plus (DE3-RIL) (no mostrado). 

A pesar de todos los ensayos realizados y todas las condiciones de expresión evaluadas para el gen 

cvaGapN, no fue posible obtener la enzima en forma soluble y activa, por lo cual la caracterización 

cinética de esta enzima se desestimo en este trabajo de Tesis.  

 

 









82 
 

temperaturas de entre 15-37 °C para la etapa de inducción de la expresión del gen. Debido a que la 

evaluación directa de la actividad de la enzima en los extractos totales de E. coli puede quedar 

enmascarada por la propia actividad ADP-Glc PPasa de la bacteria, a partir de los extractos 

obtenidos en los ensayos de expresión se realizó una purificación mediante IMAC y luego se midió 

actividad de la enzima. En la Figura 25 se muestran los perfiles proteícos obtenidos en los ensayos 

de expresión en la cepa de E. coli BL21 (DE3).  

Cuando se analizó por SDS-PAGE el ensayo de expresión de la subunidad L en la cepa de E. coli 

BL21 (DE3) se observó un polipéptido sobreexpresado diferencialmente en la fracción insoluble 

respecto al control sin transformar (Figura 25 A). Este resultado se obtuvo indistintamente al medio 

de cultivo empleado y principalmente a una tempretura de cultivo al momento de la inducción de 

28 °C. Analizando el resultado electroforético correspondiente a la elusión obtenida mediante 

purificación IMAC, se pudo observar un polipéptido de 55 kDa expresado diferencialmente 

respecto al control, pero el mismo no tuvo actividad ADP-Glc PPasa. Incluso, cuando se evaluó la 

expresión del gen en otras cepas de E.coli BL21, CodonPlus® (DE3)-RIL y CHAP3 (DE3), que 

favorecen la solubilidad de proteínas expresadas en forma recombinante, los resultados fueron los 

mismos a los antes descriptos (no mostrado).  

Con respecto a la subunidad S de la ADP-Glc PPasa, cuando se analizaron los ensayos de expresión 

en la cepa E. coli BL21 (DE3), se observó en el perfil proteico resuelto mediante electroforesis 

(SDS-PAGE teñido con Coomasie Brillant Blue) un polipéptido sobreexpresado diferencialmente 

en la fracción insoluble respecto al control sin transformar (Figura 25 B). Este resultado, al igual 

que para la subunidad L, se obtuvo indistintamente al medio de cultivo empleado y principalmente 

a una tempretura de cultivo al momento de la inducción de 28 °C. Cuando determinamos actividad  

ADP-Glc PPasa en todas las fracciones del proceso (fracción insoluble, soluble y elusión 

purificada), los valores no se diferenciaron respecto al control.  

En cuanto al análisis por SDS-PAGE del ensayo de expresión de la subunidad smarge en la cepa de 

E. coli BL21 (DE3) se observó en la fracción insoluble y en la elusión proveniente de la 

purificación mediante IMAC, un polipéptido a 45 kDa expresado diferencialmente respecto al 

control (E. coli BL21 (DE3) sin transformar) (Figura 25 C). Este resultado se obtuvo 

indistintamente de las condiciones de cultivo empleadas al momento de la inducción de la expresión 

del gen CvaAGPSm. Para evaluar mediante actividad enzimática si había expresión de la subunidad 

en las diferentes fracciones, se realizaron medidas en comparación con las fracciones obtenidas de 

células sin transformar y no se evidenció diferencia entre ellas. 
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Cuando se co-expresaron las subunidades L y S, se pudo observar en la fracción insoluble 

(Figura 26 A calles 1) la expresión de dos polipéptidos que no están presentes en el control. Sin 

embargo, luego de realizar la purificación a partir de la fracción soluble solo se detectó el 

polipéptido que correspondería a la subunidad L. Cuando determinamos actividad ADP-Glc PPasa, 

ninguna de las fracciones presentó diferencia con el control (fracción soluble de células E. coli 

BL21 (DE3) sin transformar). Resultados similares se obtuvieron cuando se realizó el ensayo de 

coexpresion de las subunidades  L y Sg (Figura 26 B). Cuando se evaluó la co-expresión de las 

subunidades Sg y S (Figura 26 C), se observó en la fracción insoluble la expresión de dos 

polipéptidos que no están presentes en el control, pero ninguno de ellos pudo recuperarse en la 

elusión luego de la purificación a partir de la fracción soluble. En todos los ensayos de 

co-expresión, solo la subunidad clonada en el smc1 tiene incorporada la secuencia de (His)x6 que 

permite su purificación por IMAC. Esto indica que, de no purificarse, las dos subunidades podrían 

estar en la fracción soluble pero no interaccionar de manera adecuada. Para evaluar si había 

expresión de las subunidades en la fracción soluble, se realizaron medidas de actividad en 

comparación con la fracción soluble de células sin transformar. Ninguna de las fracciones presentó 

actividad ADP-Glc PPasa por encima del control. 

 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante cloroplastídica (Ga3PDHasaA; GapA) 

Búsqueda de la secuencia que codifica la Ga3PDHasaA  

La Ga3PDHasa que funciona en el cloroplasto de los organismos fotosintéticos es una enzima que 

presenta estructuras cuaternarias tanto homoméricas como heteroméricas según de que organismo 

se trate. En el caso de ser una enzima heteromérica, está compuesta por subunidades que se 

donominan A y B, formando una enzima que se denomina Ga3PDHasaA/B (EC 1.2.1.13). Para el 

caso de cianobacterias, algas rojas y algunas plantas superiores, se ha determinado que la estructura 

cuaternaria de la enzima es homotetramérica del tipo A4 [127]; pero en otra gran variedad de plantas 

superiores la enzima presenta una estructura heterotetramérica del tipo A2B2 [128] [129]. 

Empleando como molde las secuencias de la Ga3PDHasaA de A. thaliana (P25856) y C. reinhardtii 

(P50362), se encontró en C.variabilis un único gen que codifica para una proteína con 58% y 67% 

de identidad a las secuencias molde, respectivamente (Figura 27). Cuando se empleó como molde la 

Ga3PDHasaB de A. thaliana (P25857), se encontró la misma secuencia de C. variabilis que 

comparte a nivel de proteína un 51% de identidad con la secuencia molde (Figura 28). En función 

de las identidades entre las proteínas, al gen de C. variabilis se lo considera de la familia de las 
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Expresión recombinante de Ga3PDHasaA de C. variabilis y de Ga3PDHasaA y Ga3PDHasaB de 

A. thaliana en E. coli 

Para realizar la expresión recombinante de los genes CvaGapA, AthGapA y AthGapB en forma 

individual, estos se clonaron en el smc1 del vector de expresión pETDuet, que les confiere un 

His-Tag N-terminal que facilita su purificación mediante IMAC. Además, ambos genes que 

codifican para Ga3PDHasaA se clonaron en el smc2 del vector de expresión pETDuet (que no les 

confiere un His-Tag), y se utilizaron para realizar los ensayos de co-expresión con Ga3PDHasaB y 

los ensayos de expresión individual. Con las construcciones obtenidas se transformaron células 

competentes de E. coli BL21 (DE3) y se realizaron ensayos de expresión en medio LB, variando la 

temperatura de cultivo al momento de la inducción entre 15-37 °C. A partir de los extractos 

obtenidos en los ensayos de expresión se realizó una purificación mediante IMAC  y luego se midió 

actividad enzimática Ga3PDHasaA/B.  

Cuando se analizó por SDS-PAGE (teñido con Coomasie Brillant Blue) el ensayo de expresión 

realizado, se observó que, indistintamente a las construcciones empleadas, la condición de 

inducción que evidencia expresión diferencial respecto al control es siempre a 18 °C y 0,2 mM de 

IPTG (Figura 26). La Figura 29 A muestra los perfiles de proteínas obtenidos a partir de la 

expresión recombinante de las construcciones génicas que contienen el His-Tag en el extremo 

N-terminal. Con respecto a la Ga3PDHasaA/B de A. thaliana, se observó para ambas subunidades, 

en la fracción insoluble, un polipéptido a la altura esperada (A: 45 kDa y B: 50 kDa) expresado 

diferencilamente respecto al control [E. coli BL21 (DE3) sin transformar]. Para el caso específico 

de la subnidad B, se apreció también un polipéptido en la fracción obtenida luego de realizar una 

purificación IMAC a la fracción soluble. Independientemente de los resultados logrados por 

electroforesis, se midió actividad Ga3PDHasaA en las fracciones solubles y purificadas y las 

mismas no presentaron un valor diferencial respecto al control. Como dijimos anteriormente, en el 

caso de proteínas con estructura cuaternaria compuesta por más de un tipo de monómero, la 

actividad enzimática de la misma puede llegar a depender de su correcto ensamblado y de la 

presencia de todas las subunidades. Es por eso que decidimos clonar las distintas subunidades de 

manera conjunta. Para esto las construcciones génicas fueron dos y se realizaron empleando un 

vector petDuet: (I) Clonamos en el smc1 a AthGapB y en el smc2 a AthGapA o (II) en el smc2 a 

CvaGapA. Transformamos las cepas de E. coli BL21 y las crecimos en medio líquido LB. En la 

Figura 29 B se pueden observar los resultados obtenidos mediante un SDS-PAGE (12%). En ambos 

casos se apreció un polipéptido que se expresa diferencialmente respecto al control, con una masa 

mayor a 45 kDa pero sin actividad Ga3PDHasaA/B.  
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Una vez obtenida la enzima Ga3PDHasa de C. variabilis expresada en la fracción soluble, 

decidimos escalar ell cultivo del clon de expresión para poder purificar y determinar la actividad de 

la enzima. Para la purificación de la enzima sin His-Tag a partir del extracto proteico de las células 

de E. coli BL21 (DE3) transformadas, se procedió según se describe en Materiales y Métodos. En la 

Figura 30 A se observa el perfil electroforético (SDS-PAGE 12% teñido con Coomasie Brillant 

Blue) obtenido a partir de los extractos proteícos de los cultivos de E.coli separados en fracción 

insoluble (FI) y fracción soluble (FS) mediante centrifugación. Además se observan los perfiles 

proteicos obtenidos luego de realizar sucesivas purificaciones mediante precipitación salina con 

sulfato de amonio de las fracciones solubles. En todas las fracciones obtenidas del proceso de 

purificación se observó un polipéptido de ~35 kDa (Figura 26). Para analizar la identidad de dicho 

polipéptido, se determinó actividad Ga3PDHasaA y se obtuvo un valor de 67,2 mU/ml en la 

fracción soluble y de 3 mU/ml en el control de E. coli BL21 (DE3) sin transformar.  Sin embargo, 

luego de la precipitación salina la actividad Ga3PDHasaA no pude detectarse.  
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Expresión recombinante de la Ga3PDHasa de C. variabilis. 

Para realizar la expresión recombinante de los genes CvaGapC1 y CvaGapC2, los genes se clonaron 

en el smc1 del vector de expresión pETDuet, que les confiere un His-Tag N-erminal que facilita su 

purificación. Con las construcciones obtenidas se transformaron células competentes de E. coli 

BL21 (DE3) y se realizaron ensayos de expresión.  Para evaluar los ensayos de expresión, los 

extractos totales de las células se separaron por centrifugación para obtener la fracción soluble (FS) 

e insoluble (FI). A partir de la fracción soluble se realizó una purificación por IMAC y a la fracción 

eluída de la columna se le determinó actividad. Para expresar ambas enzimas se emplearon los 

medios TB, LB e YT2X, realizando la inducción de la expresión del gen recombinanate con 

0,2 mM de IPTG e incubando los cultivos entre 15-37 °C durante la inducción. En todos los casos, 

las dos Ga3PDHasas de C. variabilis se obtuvieron en forma soluble y activa.  

Para escalar los cultivos y producir la enzima en grandes cantidades, elegimos realizar la expresión 

de los genes en el medio de cultivo LB y emplear una temperatura al momento de la inducción de 

28 °C, ya que es la condición estándar empleada en el laboratorio y de fácil escalado. En la 

Figura 33 A y B, se muestran los perfiles de proteínas para la expresión y purificación de las dos 

isoformas de la Ga3PDHasa de C. variabilis. Luego de purificar las proteínas por IMAC y medir su 

actividad, para conocer mejor sus características moleculares se procedió a determinar la masa 

molecular nativa de las proteínas puras mediante una cromatografía de filtración por gel 

(Figura 33 C). La resolución de la cromatografía se siguió por absorción a 280 nm y actividad 

enzimática, obteniéndose picos de elusión a volúmenes de 13,67 ml para Ga3PDHasa 1 y 14,57 ml 

para Ga3PDHasa 2, lo que corresponde a masas moleculares de 220 y 146 kDa respectivamente.  
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En función de los resultados y considerando la masa molecular teórica de cada monómero, se 

determinó que Ga3PDHasa 1 tiene una estructura cuaternaria homohexamérica, mientras que 

Ga3PDHasa 2 tiene una estructura activa del tipo homotetramérica. Los resultados obtenidos para 

Ga3PDHasa 1 difieren de lo que está generalmente informado para las Ga3PDHasas ya 

caracterizadas, siendo la mayoría activa en su forma homotetramérica tal como ocurre para la 

Ga3PDHasa 2 [135]. Una especulación es que la estructura hexamérica de Ga3PDHasa 1 tenga 

relación con el extremo N-terminal propio de la proteína que posee 27 aminoácidos que no son 

frecuentes en las Ga3PDHasas y que tampoco están en la secuencia de la Ga3PDHasa 2 (ver 

alineamiento, Figura 32). Para intentar encontrar una explicación, se realizaron análisis in silico de 

esta secuencia en distintos predictores de péptidos señal pero en ninguno se pudo determinar la 

naturaleza de este péptido adicional.  

Debido a que las enzimas estudiadas en este caso se producen en forma recombinante, decidimos 

ahondar en los estudios de la Ga3PDHasa en extractos de células de Chlorella sp. crecidas en 

condiciones autotróficas (BOLD3N) y heterotróficas (M16). Luego de obtener las células en las 

distintas condiciones de cultivo, las mismas se lisaron, se separó la fracción soluble, se determinó la 

actividad Ga3PDHasa y se realizó una cromatografía de filtración por gel para resolver la masa 

molecular en la que se determina la actividad de la enzima. En la Figura 34 A, se representa un 

esquema del prodecimiento realizado. En la Figura 34 B se muestra la inmunodetección de la 

Ga3PDHasa en los extractos de proteínas solubles provenientes de células de Chlorella sp. crecidas 

en las dos condiciones tróficas, en paralelo con las proteínas recombinantes producidas.  Como 

puede observarse en la imagen superior, se puede observar que las proteínas recombinantes tienen 

diferente masa molecular y que en los extractos obtenidos en condiciones heterotróficas se detecta 

un único polipéptido que coincide con la masa molecular que presenta la Ga3PDHasa 2. Sin 

embargo, en los extractos que provienen de las células crecidas en condiciones autotróficas se 

pudieron determinar dos polipéptidos que tienen masas moleculares que coinciden tanto con la 

Ga3PDHasa 1 y 2. A partir de estos resultados, se especula que en las células de Chlorella sp. que 

crecen en condiciones heterotróficas solo se estaría expresando una de las isoformas de la 

Ga3PDHasa (codificada por el gen CvaGapC2), mientras que se estarían expresando ambas 

isoformas en las células que crecen en condiciones autotróficas.  
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Al analizar la actividad de la Ga3PDHasa en los extractos de Chlorella sp. resueltos por 

cromatografía de exclusión molecular, se observó que en ambas condiciones tróficas de cultivo el 

pico de actividad se obtiene en el volumen de elusión que corresponde a 14,62 ml (Figura 34 C). 

Este volumen de elusión, según la curva de calibrado de masa molecular de la columna, 

corresponde a una masa molecular de 145 kDa (Figura 34 D). Para los extractos provenientes de la 

condición autotrófica, se obtuvo además un segundo pico de actividad a un volumen de elusión de 

10,75 ml (Figura 34 C, círculos verdes). Dicho volumen de elusión es muy cercano al límite que 

puede resolver la matriz empleada en la separación cromatográfica por lo que en estas condiciones 

no se puede calcular fehacientemente la masa molecular de esa estructura oligomérica. Todos estos 

resultados indicarían que in vivo no habría una isoforma activa de la enzima con una estructura 

cuaternaria homohexamérica. 

 

Caracterizacion cinetica de las dos isoformas de la Ga3PDHasa de C. variabilis producidas en 

forma recombinante. 

Para poder conocer las características cinéticas de cada isoforma recombinante de la Ga3PDHasa de 

C. variabilis, realizamos una caracterización de su actividad y determinamos los parámetros 

cinéticos para cada una de las enzimas purificadas, tal como se describe en Materiales y Métodos. 

En la Tabla 5 se muestran los parámetros cinéticos obtenidos para la enzima en ambos sentidos de 

la reacción, oxidación de Ga3P y reducción de 1,3bisPGA. Comparando los valores obtenidos para 

cada una de las enzimas, se obtiene que la Ga3PDHasa 1 tiene aproximadante el doble de afinidad 

por el D-Ga3P y la mitad de la afinidad por el NAD+ que la Ga3PDHasa 2. Mientras que, las 

isoformas no presentaron diferencias significativas con respecto a la velocidad máxima en sentido 

de oxidación del D-Ga3P. En el sentido inverso de reacción, la velocidad de reducción del 

1,3bisPGA es dos veces mayor cuando ocurre mediante la Ga3PDHasa1, sin observarse diferencias 

en la afinidad por los sustratos con la Ga3PDHasa2.  
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En este trabajo, luego de estudiar el metabolismo de Chlorella sp. en las diferentes condiciones de 

cultivo, nos propusimos evaluar la modificación genética de estas células. Con la idea de estudiar 

vías metabólicas relacionadas al metabolismo del carbono y el poder reductor, elegimos 

sobreexpresar el gen que codifica para la np-Ga3PDHasa (codificada cuando sea necesario como 

CPRasa). Esta enzima es una de las alternativas que tiene la célula para oxidar el Ga3P proveniente 

desde la glucólisis (via predominante en ausencia de luz y presencia de fuentes de carbono externas) 

o de la fotosíntesis (vía predominante en presencia de luz). La np-Ga3PDHasa se expresa en bajas 

proporciones en las células [55] [46], sin embargo tiene la capacidad de producir poder reductor 

(NADPH) en el citosol como consecuencia de la oxidación de las triosas-P. Aunque esto ocurre en 

detrimento de la síntesis de ATP (que deriva de la vía de oxidación del Ga3P mediante la 

Ga3PDHasa), esta modificación podría impactar en vías metabólicas que dependen del poder 

reductor.   

 

Evaluación de diferentes metodologías de tranformación de Chlorella sp. 

Existen varios métodos de transformación descriptos para algunas algas verdes unicelulares [138] 

[139] [107] [140], todos con resultados muy varibles en cuanto a eficiencia de trasnformación, 

niveles de expresión y de estabilidad de las cepas transformadas. Con el fin de encontrar una técnica 

que nos permita transformar Chlorella evaluamos cuatro metodologías diferentes: 

(I) electroporación de protoplastos, (II) transformación de protoplastos con PEG, 

(III) transformación de células intactas con A. tumefaciens y (IV) electroporación de células 

intactas. 

Para evaluar la eficiencia de transformación de la cepa de Chlorella sp. que utilizamos en nuestros 

estudios, se emplearon los plásmidos comerciales pCambia1302 (diseñado para plantas, pero que ya 

ha sido utilizado con éxito en cepas de algas [141]) y el plásmido comercial p_Chlamy3, disponible 

para expresión de genes en Chlamydomonas (GeneArt® Chlamydomonas TOPO® Engineering Kit, 

Life technologies). Ambos plásmidos contienen un gen que les confiere resistencia a Higromicina a 

las células que incorporan el plásmido. Esta capacidad, es la que se empleó para evaluar los ensayos 

de trasnformación. 

En primer lugar, se determinó la concentración de antibiótico que hay que utilizar para la selección 

de las células de Chlorella sp. trasnformadas. Para esto, se cultivaron las células del alga en 

presencia de concentraciones variables del antibiótico empleado como marcador de selección. El 

ensayo consistió en un crecimiento en placa de entre 8 x 106 o 2 x 108 células empleando un medio 
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BOLD3N-glc 1,5% agar durante 10 días, no se presenció crecimiento celular de las células 

transformadas. Por otro lado, se observó crecimiento celular en el control de viabilidad indicando 

que las células eran capaces de resistir la técnica empleada pero no de incorporar el gen que les 

otorgaba resistencia al marcador de selección. 

 

Transformación de protoplastos empleando PEG 

Dado que la transformación de protoplastos no nos permitio tener células transfromadas, 

envaluamos la técnica de transformación mediante el uso de PEG y microesferas de vidrio como se 

describe en Materiales y Métodos. Las células de Chorella sp. tratadas fueron sembradas en placas 

con medio de cultivo BOLD3N-glc 1.5% agar con �✁ ✂✄☎ml de higromicina y se realizaron los 

controles pertinentes. A los 7 días se observó crecimiento de las células transformadas y el 

resultado esperado en los controles. Las colonias obtenidas se repicaron tanto en medio líquido 

BOLD-3N como en medio sólido BOLD3N-glc 1.5% agar con �✁ ✂✄☎ml de higromicina. Sin 

embargo, luego de 10 dias de cultivo, ninguna de las colonias logró desarrollarse tanto en 

condiciones de cultivo auto como heterotróficas. Debido a esto decidimos continuar evaluando otras 

técnicas de transformación. 

 

Transformación de células intactas con A. tumefaciens 

En un nuevo intento de trasnfectar las células de Chlorella, se decidió probar una técnica que es 

muy efectiva y utilizada en el instituto para transformar plantas. En esta técnica se emplea la 

bacteria A. tumefaciens transformada con el vector p_CAMBIA1302 como se explicó en Materiales 

y Métodos. Las células de Chlorella sp. y A. tumefaciens se co-cultivaron en medio inductor sólido 

(BOLD3N-agar + acetociringona) y luego de dos días, se crecieron en medio selectivo líquido 

(BOLD3N + higromicina) en condiciones autotróficas. A las 48 h, se separó la fracción soluble de 

la insoluble mediante centrifugación y la fracción insoluble fue plaqueada en medio selectivo 

sólido. En ambos casos celulares, luego de cinco días, se observó crecimiento y por lo tanto, 

resistencia al marcador de selección. Debido a que las células de A. tumefaciens también 

demostraban resistencia a higromicina, decidimos promover el cultivo de Chlorella sp. o desalentar 

el de A. tumefaciens, realizando un cultivo en condiciones autotróficas empleando medio de cultivo 

selectivo. Sin embargo, luego de varios repiques, no pudimos separar las células de Chlorella sp. de 

las de A. tumefaciens. Por este motivo decidimos probar la técnica de electroporación de células 

intactas que se describe a continuación. 
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Electroporación de células intactas 

Para electroporar las células intactas, se emplearon células de Chlorella sp. y el vector de clonado 

p_Chlamy3 tal como se describe en Materiales y Métodos. Previo a la eletroporación, se ensayaron 

dos soluciones para tratar las células de Chlorella sp.: (I) sorbitol y manitol 0,2 mM y 

(II) GeneArt® MAX Efficiency® Transformation Reagent. Posterior a la electroporación, las células 

se resuspendieron en medio de cultivo líquido (BOLD3N-Glc) y se mantuvieron en condiciones 

heterotróficas durante 20 h, momento en el que se  plaquearon en medio selectivo sólido 

(BOLD3N-Glc, 1,5% agar y 50 mg/l  de higromicina). Luego de 5 días de crecimiento mixotrófico, 

se observó crecimiento de las células tratadas con GeneArt® MAX Efficiency® Transformation 

Reagent, a diferencia del control negativo que no presentó crecimiento celular. Las células 

resistentes al marcador de selección se evaluaron mediante PCR y en cuanto a su capacidad de 

sintetizar diferentes compuestos de reserva (lípidos y almidón). En todos los casos los resultados se 

analizaron comparando con los valores obtenidos en las células de Chlorella sp. sin transformar. 

 

Transfección de Chlorella sp. y selección de los clones que contienen el gen de interés 

Para poder expresar el gen que codifica para la np-Ga3PDHasa de A. thaliana en Chlorella sp., se 

clonó el gen AthGapN en el vector p_Chlamy3 entre los sitios BglII y NotI. En el manual del kit 

empleado, el fabricante recomendaba linealizar el plásmido empleando la enzima de restricción 

ScaI para aumentar la eficiencia de transformación. Sin embargo, luego de realizar un análisis de la 

secuencia de AthGapN, se observó que presentaba un sitio ScaI que escindía el gen a la mitad. Por 

este motivo se evaluó detalladamente el mapa génico del vector de expresión y se encontró, previo 

al promotor, un sitio para la enzima PvuI, que fue la que utilizamos para linealizar le plásmido. 

Para la transformación, se crecieron células en condiciones autotróficas, y se transformaron con 

4 µg de la construcción plasmídica pChlamy_3/AthGapN linealizado. Las células trasnformadas con 

la construcción de interés, se codificarán en adelante como CPRasa+.  Luego de 5 días de cultivo 

mixotrófico, posteriores a la transformación, se observaron colonias en la placa CPRasa+ a 

diferencia del control negativo que no tuvo desarrollo celular. De la placa con las células CPRasa+ 

trasnformadas, se tomaron 30 colonias y se repicaron en medio de cultivo semisólido BOLD3N-

agar 1,5% con 50 mg/l de higromicina. Luego de 5 días de cultivo autotrófico, crecieron 8 colonias 

que se pasaron a cultivo líquido con antibiótico empleando los medios de cultivo GOLGI y ENVA 

para las condiciones autotróficas y heterotróficas, respectivamente. Los cultivos de cada uno de 
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Con respecto al comportamiento de las células cultivadas en condiciones heterotróficas y en 

ausencia de antibiótico, se observó una velocidad de crecimiento 2 veces menor que en condiciones 

autotróficas (µ: 0,04 h-1) lo que se vio reflejado en una fase exponencial más extensa en el tiempo. 

La máxima concentración celular se obtuvo a las 140 h, momento en el que el cultivo alcanza la 

fase estacionaria, presentando un orden de magnitud mayor al obtenido en la condicion autotrófica. 

Cuando se analizó el crecimiento de células en condiciones heterotróficas pero en presencia de 

higromicina, el valor de µ en las Chlorella sp. transformadas disminuyó a la mitad con respecto a la 

cepa wt (que crecía en ausencia de antibiótico). 

Con el fin de evaluar la acumulación de lípidos en las células, se realizó un ensayo cualitativo 

empleando un microscopio de epifluorescencia y el colorante fluorescente Rojo Nilo que puede 

unirse a los ácidos grasos de manera específica. Como puede observarse en la Figura 38, en las 

colonias 8 y 24 aparecen partículas esféricas fluorescentes formadas por lípidos neutros tanto en 

condiciones autotróficas como heterotróficas. Por otro lado, en las células wt, están ausentes en las 

células crecidas en condiciones autotróficas (GOLGI). Además, cuando se determinó 

cuantitativamente la concentración de TAG y almidón en ambos cultivos (Tabla 6), resultó que en 

comparación con la cepa wt, la cantidad de TAG fue mayor en las cepas transformadas 

independientemente de la condiciones de cultivo. A su vez, eso se vio reflejado en un detrimento 

del contenido de almidón obteniéndose valores máximos en las cepas wt. 
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- Colonia 8 acumuló �40 veces más TAG y �2 veces menos almidón en condiciones heterotróficas, 

mientras que, en condiciones autotróficas, acumuló �2 veces más TAG y �5 veces menos almidón. 

- Colonia 24 acumuló �47 veces más TAG y �2 veces menos almidón en condiciones 

heterotróficas, mientras que, en condiciones autotróficas, acumuló �5 veces más TAG y �3 veces 

menos almidón. 

La investigación del metabolismo del carbono en algas eucariotas ha proporcionado información 

fundamental sobre muchos procesos celulares básicos, particularmente la fotosíntesis [142]. 

Recientemente, las algas han resurgido como potenciales materias primas para biocombustibles 

como el biodiésel y el bioetanol [143] [144] [145], y han atraído un considerable interés de los 

sectores público y privado. Se han caracterizado distintas algas que tienen altas tasas de crecimiento 

fotoautotrófico y pueden acumular lípidos en más de la mitad de su biomasa en peso seco [117], 

incluyendo TAG y una serie de productos farmacéuticos y nutracéuticos de alto valor [146]. Sin 

embargo, en comparación con las plantas agrícolas, las algas no poseen los rendimientos necesarios 

para la producción económica de biocombustibles [143], Por este motivo, se requieren herramientas 

robustas de biología molecular para la optimización de las cepas [147].  

Los resultados obtenidos demuestran, no sólo el desarrollo de un sistema de transformación de 

Chlorella sp. eficiente, sino también la optimización de cepas capaces de sintetizar mayor 

acumulación de lípidos, incluso en condiciones autotróficas. Estos resultados aportan una buena 

perspectiva para la mejora biotecnológica de Chlorella sp. y su potencial aplicación a nivel 

industrial. 
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variación en la síntesis de los compuestos de reserva en los cambios del contexto metabólico, los 

autores sugirieron que el carbono fotosintéticamente fijado se dirigía hacia la síntesis de lípidos 

porque la deficiencia de nitrógeno detiene la síntesis de carbohidratos. En un trabajo publicado por 

Tingting Li y col, [91] se mostró que, cuando Chlorella sorokiniana crecía en condiciones 

heterotróficas o mixotróficas, la acumulación de lípidos aumentaba concomitantemente con la 

disminución de almidón. En dicho trabajo se demostró, mediante cuantificación de transcriptos 

relacionados al catabolismo del almidón (a partir de ARNm extraído en cada condición trófica), que 

el aumento de la síntesis de lípidos se relacionaba con el aumento de los niveles de ARNm de iso-

amilasa y beta-amilasa. Además, en las condiciones donde se acumulaba mayor cantidad de 

almidón, el transcripto para la enzima ADP-Glc PPasa se mantuvo elevado, reflejando un equilibrio 

catabolismo/anabolismo más favorecido hacia la ruta biosintética. En el caso de Chlorella 

protothecoides, en condiciones heterotróficas la alga acumulaba 4 veces más lípidos y sólo 1,4 

veces menos almidón en comparación con la condición autotrófica [96].  

La biosíntesis de almidón y lípidos ha sido menos estudiada en algas, en comparación con plantas 

superiores, a pesar de su importancia potencial en aplicaciones como la producción de bioetanol y 

biodiésel. Está descripto en la bibliografía que la partición del carbono en las plantas se produce 

entre dos tipos de tejidos diferentes: fotosintético (o autótrofo) y no fotosintético (o heterótrofo). 

Por lo tanto, los fotosintatos deben dividirse no solo dentro de la célula, sino también entre los 

diferentes tejidos. En general, la partición de carbono intracelular se produce entre el cloroplasto y 

el citosol mediante las triosa-P; mientras que la Suc es el principal metabolito involucrado en la 

partición del carbono intercelular. Sin embargo, en las algas verdes unicelulares, las condiciones 

fotosintéticas y heterotróficas tienen lugar dentro de la misma célula, dependiendo únicamente de 

las condiciones tróficas del cultivo.  

Para estudiar la partición de carbono dinámico analizamos células de Chlorella sp. crecidas en 

diferentes condiciones tróficas de cultivo. Estas células presentaron diferentes perfiles proteicos y 

mostraron no solo una expresión diferencial de proteínas específicas involucradas en pasos claves 

del metabolismo del carbono sino también diferencias en la actividad enzimática de las mismas. Al 

igual que para el caso de C. sorokiniana [91] donde los niveles de transcriptos para la 

ADP-Glc PPasa aumentaban concomitantemente con la síntesis de almidón, en Chlorella sp. se 

pudo determinar un aumento en la actividad enzimática de la misma. Por otro lado, cuando el 

metabolismo del carbono se vio favorecido hacia la síntesis de lípidos, se obtuvo mayor actividad 

de la enzima Ga3PDHasa. Un estudio transcriptómico realizado en Chlorella vulgaris por Feifei 

Chu y col [154] mostró cómo la regulación de la expresión de distintas enzimas estaba 
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estrechamente relacionada con las condiciones tróficas del cultivo. Cuando el alga crecía en escases 

de nitrógeno pero con altas concentraciones de fósforo (N-P+), se veía favorecida la expresión de los 

genes que codifican para las enzimas relacionadas a la fijación del CO2, glucólisis, síntesis de 

piruvato, ciclo del TCA y síntesis de ácidos grasos en comparación con N-P- o N+P+. Resultados 

similares se obtuvieron para Chlorella pyrenoidosa [123].  

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis enfatizan la importancia de caracterizar el 

metabolismo del carbono en algas. Estudiamos, principalmente, las enzimas relacionadas al 

metabolismo del Ga3P: I- np-Ga3PDHasa, II- Ga3PDHasaA/B y III- Ga3PDHasa debido a que su 

transporte y metabolismo dentro de la célula, esta involucrado en el tipo de compuesto de reserva 

que se sintetizará.  

Mediante homología de secuencias, pudimos encontrar los genes que codificaban para las enzimas. 

Para el caso de np-Ga3PDHasa, debido a que el genoma de Chlorella variabilis no estaba 

totalmente secuenciado, sólo encontramos en la base de datos un secuencia trunca, con 

~ 74 aminoácidos  menos en el extremo C-terminal. En la bibliografía está reportado que dichos 

aminoácidos están involucrados en la unión de la enzima con el sutrato [155] por lo que se debe 

obtener, como primera medida, una secuencia completa para su posterior caracterización cinética. 

Con respecto a Ga3PDHasaA/B, en diferentes trabajos publicados, se informa que, en Chlorella 

spp., es una enzima con estructura cuaternaria del tipo homotetramérica [127] [129]. La enzima 

Ga3PDHasaA se produjo de forma recombinante y se purificó mediante precipitación salina seguida 

de filtración por gel, tal como se reportó para otros organismos [131] [132] [130]. Luego se 

determinó actividad enzimática obteniéndose un valor inferior a lo observado en bibliografía para 

otras células vegetales. En un trabajo publicado por Ferri y col. [132] purifican Ga3PDHasaA de 

hoja de espinaca (de la misma manera) y obtienen una actividad enzimática total de 7200 U, siendo 

de 0.216 U el obtenido para C. variabilis. Para el caso de Triticum aestivum, I. I. �✁✂✄☎✆✝✞✟✂✠ ✝☎✞

O. F. Monakhova [134], miden actividad en el extracto crudo de hojas y semillas obteniendo una 

AEE de 0,24 y 0,154 U/mg, respectivamente.  

No hay en la actualidad trabajos en los que hayan caracterizado cinéticamente la GapA de algas 

verdes unicelulares por lo que la comparación no puede ser exacta. Pero de igual manera, se debe 

mejorar la producción y estabilidad de la enzima ya que por estas razones no pudimos avanzar en su 

caracterización cinética. Con respecto a la Ga3PDHasa, se encontraron dos genes que codifican 

para la enzima citosólica. La existencia de dos isoformas citosólicas se vio también en Chlorella 

pyrenoidosa,  Chlamydomonas reinhardtii y Arabidospsis thaliana [123] [156] [157] [158]. Ambos 

genes se clonaron, se expresaron y se purificaron mediante IMAC. Mediante filtración por gel 
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detectamos la masa molecular nativa para GapC1 (220 kDa) y GapC2 (146 kDa) correspondiendo a 

una estructura cuaternaria homohexamérica y homotetramérica, respectivamente. La estructura 

hezamerica llama la atención ya que no se observaron para ninguna otra Ga3PDHasa,  la 

bibliografía se informa que las Ga3PDHasas son enzimas con estructura cuaternaria 

homotetramérica [135] [158] [159]. Cuando se analizó mediante filtración por gel los extractos 

crudos de Chlorella sp. crecida en condiciones auto- y heterotróficas, se concluyó que la estructura 

que se corresponde con la actividad enzimática analizada, constaría de 4 monómeros iguales. En 

función de lo obtenido para la estructura cuaternaria de la GapC1, especulamos que puede deberse a 

la presencia de unos 27 aminoácidos adicionales presentes en el extremo N-terminal, habría que 

clonar el gen y expresarlo sin ese extremo para corroborar esta hipótesis. Ambas isoformas de la 

Ga3PDHasa de C. variabilis se pudieron caracterizar cinéticamente. En el sentido correspondiente 

al de la glucólisis, se obtuvieron valores de actividad enzimática específica similares a los 

reportados para A. thaliana pero el doble de lo informado para T. aestivium  [160] [158]. Además, 

se determinaron los parámetros cinéticos en sentido de la gluconeogénesis, demostrando que ambas 

isoformas son especificas para el par NAD+/NADH. Muy poco se ha estudiado sobre la cinética de 

rección de las diferentes isoformas de la Ga3PDHasa citosólica y su comportamiento en sentido 

reducción del 1,3bisPGA, por lo que estos resultados aportan conocimiento sobre el 

comportamiento de ambas enzimas en células vegetales.  

La información que se ha obtenido mediante el estudio del metabolismo del carbono en 

Chlorella spp. permite especular sobre la manipulación genética racional y fundada, con el objetivo 

de conseguir maximizar la producción de ácidos grasos y/o almidón. Por ejemplo la sobreexpresión 

de la enzima malato deshidrogenasa (MDH) promueve la conversión de oxaloacetato en malato que 

produce CO2 a partir de los descarboxilatos. A través de este proceso, el CO2 puede canalizarse 

hacia el ciclo TCA y la vía de fijación de carbono para la acumulación de biomasa y otros 

metabolitos [154]. Se ha informado que MDH está relacionado con el suministro de NADPH para 

la desaturación de ácidos grasos y la biosíntesis de lípidos [161]. En C. vulgaris, el NADPH 

producido por MDH, preferiblemente se canaliza hacia la biosíntesis de lípidos en lugar de hacia la 

desaturación de ácidos grasos [161] [154]. Toda esta información se obtuvo mediante análisis 

transcriptómico [154]. Otra manera de aumentar la síntesis de NADPH el el citosol de estas células, 

es mediante la reacción de oxidación del Ga3P catalizada por np-Ga3PDHasa. En el laboratorio se 

observó que una sobreexpresión de dicha enzima, en A. thaliana, resulta en un aumento de la 

producción de lípidos por semilla, mayor biomasa y menor velocidad de crecimiento. Estos 

resultados destacan la importancia de relacionar la información bioquímica conocida sobre el  
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metabolismo de carbono, con las tecnologías que permiten modificaciones genéticas y así optimizar 

la producción de compuestos con interés industrial a partir de un determinado microorganismo. 

En este trabajo, transformamos genéticamente Chlorella sp. mediante electroporación y obtuvimos 

clones que sobreexpresan la np-Ga3PDHasa. Se obtuvieron resultados positivos cuando se empleó 

también, la electroporación, en Chlorella pyrenoidosa y vulgaris [140] [124] pero empleando 

sistemas de expresión utilizados en plantas superiores. En las cepas de Chlorella sp. que 

sobreexpresan el gen CPRasa+, el crecimiento celular no fue diferente a la cepa WT. Sin embargo, 

cuando se analizaron los compuestos de reserva, fue notable el aumento en el contenido de TAG en 

los clones de las cepas modificadas genéticamente. Con la modificación realizada, se pudo incidir 

sobre el flujo metabólico, obteniéndose cepas de Chlorella sp. capaces de acumular entre 20-50 

veces más mg TAG por gramo de biomasa. No se han informado previamente resultados similares 

para algas verdes unicelulares. Además, teniendo en cuenta la importancia y la necesidad que ha 

generado últimamente la obtención de biocombustibles, éste es un resultado con grandes 

potenciales para su aplicación industrial.  

Asimismo, logramos encontrar una metodología de transformación para Chlorella spp. exitosa y 

fácilmente aplicable, que permite realizar cualquier estudio genotípico/fenotípico inicial en células 

vegetales sin tener que acudir a la transformación de plantas superiores. Chlorella posee 

modificaciones postraduccionales, que permiten la síntesis de proteínas funcionales, como las 

utilizadas para vacunas, hormonas y medicamentos [162] [163]. Además, permite una optimización 

en numerosas aplicaciones de Chlorella spp. como alimentos y suplementos nutricionales [164] 

[62] e inmunoestimulantes y posible agente antitumoral [165] [166]. Recientemente, Guarnieri y 

col. [167] secuenciaron el genoma de C. vulgaris UTEX 395 y depositaron las secuencias en NCBI 

GenBank (LDKB00000000), lo que podría ofrecer una nueva vía para la identificación de genes 

funcionales y, por lo tanto, una mejor comprensión de la biología en el caso de C. vulgaris. El 

rápido desarrollo de las técnicas de secuenciación de última generación permitió la secuenciación 

económica de todo el transcriptoma de una célula, lo que permite una visión global de las respuestas 

celulares a diversas condiciones de cultivo y tensiones ambientales. 
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Conclusiones 

1- Caracterizamos el crecimiento de Chlorella spp. en condiciones autotróficas y heterotróficas 

obteniendo mayor concentración celular en el crecimiento heterotrófico. 

2- Optimizamos la técnica de extracción de lípidos y posterior determinación de TAG al igual que 

para almidón. Observamos que un cambio en la condición trófica durante el crecimiento celular 

genera que las células modifiquen sus compuestos de reserva favoreciendo, la síntesis de almidón 

en condiciones autotrófico y la de lípidos en heterotrófico. 

3- Pudimos obtener microfotografías de células de Chlorella sp. teñidas con el colorante Rojo Nilo, 

observando mayor acumulación de lípidos neutros en condiciones heterotróficas. 

4- Pusimos a punto una técnica de lisado y extracción proteica pudiendo conservar las propiedades 

fisicoquímica de las proteínas. Determinamos la actividad enzimática de dichas enzimas las cuales 

son claves en el metabolismo del carbono. 

5- Obtuvimos diferencias en los perfiles proteicos de la ADP-Glc PPasa, np-Ga3PDHasa y 

Ga3PDHasa cuando las células de Chlorella sp. crecían en diferentes condiciones tróficas. 

Demostramos que los cambios en los compuestos de reserva se pueden deber a modificaciones en el 

metabolismo del carbono. 

6- Analizamos, de manera comparativa con Chlorella sp. el crecimiento celular y la fuente de 

carbono de reserva de otras especies de Chlorella protothecoides, vulgaris y saccharophila. 

Observamos que el comportamiento frente a diferentes condiciones tróficas de cultivo varía entre 

cepas de la misma especie. 

7- Optimizamos una técnica de extracción de ARNm y ADN genómico que utilizamos para realizar 

ensayos de PCR.  

8- Encontramos, mediante un ensayo in silico, los genes que codifican para las enzimas claves del 

metabolismo del carbono: ADP-Glc PPasa, np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasaA/B y Ga3PDHasa de 

Chlorella variabilis y a la Ga3PDHasa A/B de A. thaliana. Pudimos clonarlos y producirlos de 

forma recombinante. 

- ADP-Glc PPasa: produjimos de forma recombinante las tres subunidades de manera 

individual y co-expresadas. En todos los casos, la subunidad large y smarge pudieron 
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purificarse y obtenerse en la fracción soluble pero no presentaron actividad 

ADP-Glc PPasa. 

- np-Ga3PDHasa: produjimos de forma recombinante a la enzima pero expresada en la 

fracción insoluble. No pudimos determinarle actividad enzimática por la falta de 70 aa 

en el extremo C-terminal.  

- GapA y GapB de Ath: produjimos de forma recombinante de manera individual cada 

enzima o co-expresadas. Purificamos GapB pero no presentó activididad enzimática. 

GapA se expresó en la fracción insoluble e inactiva. 

-  GapA de Cva: pudimos producirla de manera recombinante y purificarla en forma 

activa mediante precipitación salina y posterior filtración por gel.  

- GapC: Pudimos producir y purificar ambas isoformas. Determinamos su masa molecular 

nativa mediante filtración por gel y, teniendo en cuenta su perfil electroforético, 

concluimos que sus estructuras cuaternarias son homohexaméricas y homotetraméricas 

para GapC2 y GapC2, respectivamente. Realizamos una filtración por gel de los 

extractos crudos de Chlorella sp. crecida en condisiones auto- y hetero-tróficas y 

pudimos concluir que la estructura hexamérica de GapC1 se debe a la extensión entra de 

27 aa que presenta en el extremo N-terminal. 

9- Caracterizamos cinéticamente ambas isoformas en ambos sentidos de la reacción de oxidación 

del Ga3P. GapC1 obtuvo con respecto a GapC2: 

- 1,3 veces mayor velocidad máxima en sentido de la oxidación del Ga3P 

- 2,35 veces mayor velocidad máxima en sentido de la reducción del 1,3bisPGA. 

- 2 veces mayor afinidad por el sustrato D-Ga3P pero 2 veces menor por el sustrato 

1,3bisPGA. 

10- Optimizamos una técnica de transformación de Chlorella spp. mediante electroporación de 

células intactas. 

11- Obtuvimos células de Chlorella sp. sobreexpresantes de np-Ga3PDHasa de A. thaliana  
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12- Caracterizamos el crecimiento celular de las cepas transgénicas en comparación con la cepa wt 

y pudimos determinar los compuestos de reserva, almidón y lípidos. Observamos un aumento de 

20-50 veces los mg TAG por gramo de biomasa. 
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compuesto, es empleado como fuente de nitrógeno por las plantas y resulta indispensable para su 

correcto desarrollo. La parte del NO3
- que no es absorbida continúa su ciclo, siendo reducido 

nuevamente a N2 por la acción de las bacterias desnitrificantes que lo devuelven a la atmósfera [21]. 

Debido a la importancia de la nitrificación y a la capacidad única que tienen los microorganismos 

que la realizan, la bioquímica del proceso impulsó fuertemente la investigación en las vías 

metabólicas y las enzimas involucradas en el metabolismo del nitrógeno [169]. Si bien se lograron 

avances muy significativos, la concentración de los esfuerzos en esta vía metabólica fue en 

detrimento del estudio de otras también importantes para el desarrollo de estos microorganismos, 

como por ejemplo el metabolismo del carbono [170]. La falta de información en este sentido hizo, 

por ejemplo, que Nitrosomonas europaea sea considerada por una largo tiempo como una bacteria 

quimiolitoautotrófica obligada. Luego, estudios realizados con isótopos marcados evidenciaron la 

incorporación de diferentes compuestos orgánicos [171] [172] [173] [174], lo que la convirtió en 

una bacteria quimiolitoautotrófica facultativa o quimilitoorganotrófica [26].  

Como se detalló en la Introducción general, el carbono y la energía pueden ser incorporados a la 

célula desde una fuente externa (crecimiento heterotrófico) mediante transportadores específicos 

presentes en la membrana celular o ser sintetizados internamente mediante la conversión de 

compuestos químicos inorgánicos y la fijación del CO2 atmosférico (crecimiento autotrófico). En el 

caso de N. europaea, los estudios realizados mediante la incorporación de [14C]CO2 en células 

intactas y en extractos libres de células, han logrado concluir (hace 50 años) que su mecanismo de 

fijación de CO2 es similar al ciclo de BBC que ocurre en los organismos fotosintéticos (plantas 

verdes, algas y cianobacterias) [175]. Por otro lado, también se ha demostrado que N. europaea 

puede incorporar pequeñas cantidades de compuestos orgánicos a sus vías metabolicas cuando el 

oxígeno se vuelve limitante. A pesar de que los rendimientos de asimilación de carbono inorgánico 

han mostrado ser superiores respecto al orgánico, en las condiciones óptimas de crecimiento [26] 

[176], no son mutuamente excluyentes. En condiciones mixotróficas, es decir en presencia de CO2 y 

compuestos orgánicos externos, los rendimientos de asimilación y crecimiento aumentan respecto a 

las condiciones de crecimiento exclusivamente autotróficas o heterotróficas [26].  

Analizando el genoma de N. europaea se observó que hay una escasez de genes que codifican para 

las enzimas asociadas  al catabolismo y transporte de compuestos orgánicos al interior de la célula 

[25]. Este hecho limitaría a la célula para incorporar fuentes de carbono y energía externas que le 

permitan crecer en condiciones heterotróficas. Por ejemplo, sólo se ha encontrado un gen putativo 

que codificaría para un transportador de membrana (PTS) con similitud a transpotadores de fructosa 

y manosa, pero ninguno similar a los transportadores de glucosa claves en otros organismos 



118 
 

heterotróficos. En cambio, si se han identificado los genes que codifican para las enzimas 

involucradas en las vías metabólicas necesarias para su crecimiento en condiciones autotróficas. Las 

enzimas del BBC están casi todas codificadas en el genoma de N. europea, excepto aquellos 

correspondientes a la pseudoheptulosa-1,7-bisP fosfatasa y la gliceraldehído-3P deshidrogenasa 

dependiente de NADPH (EC 1.2.1.13). Chain y col. [25] propusieron que estas enzimas podrían 

sustituirse por la Fru-1,6-bisP fosfatasa y la gliceraldehido-3P deshidrogenasa fosforilante 

dependiente de NADH (EC 1.2.1.12) que son claves en la gluconeogénesis y la glucólisis [25]. 

Estas enzimas podrían tener funciones ambiguas y participar tanto en la glucólisis como el el ciclo 

de BBC ya que al tratarse de un organismo procariota todas las vías metabólicas están confinadas al 

citoplasma. Asi, el carbono asimilado puedecodo entrar a circular en numerosas vías metabólicas 

siendo el 3-PGA un intermediario clave para conectar una vía con otra. El 3-PGA, resultante de la 

fijación del CO2 puede ingresar a la glucólisis (Embden�Meyerhof�Parnas) y convertirse en Pyr, el 

cual puede ingresar al ciclo del TCA (ciclo de los ácidos tricarboxílicos, o ciclo Krebs) que provee 

de compuestos carbonados a la síntesis de aminoácidos, lípidos y otros compuestos orgánicos. 

Se ha propuesto que, en N. europea, el ciclo del TCA sería incompleto, ya que en los estudios 

bioquímicos primariamente realizados no se pudo detectar la actividad de ✁✝ ✂-cetoglutarato 

deshidrogenasa ✄☎✆✂ ✝✞☎✠✟✂✄✠✂ ✂✁ ✂-cetoglutarato en succinil-CoA) [177] [178] [179] [180]. Sin 

embargo, si se han identificado los genes que codifican para las subunidades E1, E2, y E3 de la 

✂-cetoglutarato deshidrogenasa [25] e incluso se ha probado que estos genes se transcriben [181] 

[182] [183] [184] [185]. Esta información resulta en parte contradictoria, ya que existen los genes 

pero no se ha detectado la actividad de la enzima. A pesar de que los antecedentes no son 

coherentes, los reultados obtenidos llevaron a los autores a proponer que el ciclo de Krebs en N. 

europaea se defina en forma de herradura [26] [181] [179]. Esta definición, fue discutida en los 

últimos años, especulándose que quizás el ciclo del TCA es completo pero ocurre mediante enzimas 

alternativas, que no son tradicionalmente consideradas parte del ciclo, tal como ocurre en algunas 

otras bacterias, cianobacterias, algas y plantas [186] [187] [188] [189] [190].  

Los antecedentes para entender el metabolismo del carbono en N. europea son aún escasos, aunque 

serían relevantes. Es clave comprender cada paso involucrado en el metabolismo de fijación y 

asimilación del CO2, la glucólisis y el ciclo del TCA en esta bacteria (así como en otros 

microorganismos involucrados en el proceso de nitrificación en general), para entender cómo se 

alimentan y cuáles son las condiciones que favorecen o disminuyen su desarrollo. En tal sentido, la 

identificación y caracterización de enzimas involucradas en  pasos críticos del metabolismo 
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energético y redox es de particular importancia para la comprensión del flujo del carbono y el 

nitrógeno en los organismos con capacidades tróficas diferenciales. 

 

Objetivos 

Estudiar enzimas claves del metabolismo del carbono en Nitrosomonas europaea tales como 

Ga3PDHasa, np-Ga3PDHasa y SSADHasa. Se realizarán estudios in vitro, con las proteínas 

producidas en forma recombinante, caracterizando sus propiedades cinéticas y estructurales.  

 

Materiales y Métodos 

Además de los mencionados en el capítulo anterior, se emplearon los siguientes Materiales y 
Métodos: 

Cepas bacterianas, plásmidos, medios de cultivo y antibiótico  

Plásmidos 

a. pRSFDuet (Novagen): tiene como marcador de selección el antibiótico kanamicina. 

b. pETDuet (Novagen): tiene como marcador de selección el antibiótico ampicilina. 

 

Cepas bacterianas y antibióticos 

a. Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)  

b. Escherichia coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen) 

El medio de cultivo y las condiciones de crecimiento se especificarán según corresponda. Las 

células transformadas con vectores plasmídicos fueron seleccionadas y crecidas en presencia de un 

antibiótico adecuado: ampicilina (100 �g/ml), kanamicina (50 �g/ml) o higromicina (50 �g/ml). 
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Medios de cultivo  

La composición de los medios de cultivo utilizados se detalla a continuación:  

Cultivo de bacterias 

a. Luria-Bertani (LB): 10 g/l tripteína, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl y H2O.  

b. LB-agar: Compuesto por medio LB más 1,6% (p/v) agar-agar.  

 

Obtención de biomasa bacteriana  

El cultivo de las bacterias se realizó empleando alguno de los medios detallados anteriormente y 

erlenmeyers de distintos volúmenes manteniendo siempre una proporción de volumen de medio 

líquido correspondiente al 25% del volumen total del erlenmeyer. Las condiciones de cultivo 

estándares se mantuvieron a 37 °C en agitación a 200 rpm empleando un agitador orbital con 

temperatura controlada. 

 

Métodos bioquímicos básicos 

Electroforesis en geles de agarosa 

Las muestras de ADN se separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1% (p/v) con buffer 

TAE [40 mM Tris, 40 mM ácido acético y 1 mM EDTA pH 8,0] en presencia del colorante Gel 

Green (Biotium). Las muestras se acondicionaron con 3% (v/v) glicerol y 0,05% (p/v) Azul de 

Bromofenol antes de realizar la siembra. Las corridas electroforéticas se realizaron a 100 V 

constantes durante el tiempo necesario. Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz 

led azul.  

 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 

La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE) se realizó según la técnica descripta por Laemmli (1970). La concentración del gel de 

separación varió entre 10-15%, dependiendo de las masas de las proteínas a separar. A las muestras 

de proteínas a separar por electroforesis en condiciones reductoras (SDS-PAGE reductor) se les 

adicionó 1/3 (v/v) de buffer de muestra reductor (240 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% (p/v) SDS, 

40% (v/v) glicerol, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol y 0,04% (v/v) Azul de Bromofenol). Cuando se 
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quisieron preservar las condiciones de oxido-reducción originales de las muestras en la 

electroforesis (SDS-PAGE no reductor), se utilizó un buffer de muestra sin 2-mercaptoetanol. Los 

marcadores de masa molecular empleados fueron de GE Healthcare. Terminada la electroforesis, 

cada gel fue coloreado con una solución de Coomassie Brilliant Blue R-250 (Coomassie Blue), 

salvo en los casos que se realizaron electrotransferencia e inmunodetección. 

 

Cuantificación del contenido proteico  

La determinación de la concentración de proteínas en solución se realizó por el método de Bradford 

[101], utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como proteína estándar.  

 

Electrotransferencia seguida de inmunodetección (WB) 

Para las inmunodetecciones, una vez realizada la corrida electroforética en el SDS-PAGE, se 

efectuó una electrotransferencia sobre una membrana de nitrocelulosa durante 60 min a 180 mA en 

un equipo Mini Protean III (Bio-Rad) con una solución de 0,025 M Tris-HCl pH 8,3; 0,192 M 

glicina y 20% (v/v) metanol. Finalizada la electrotransferencia, la membrana se bloqueó 

incubándola 1 h a 25 °C con una solución de TBS Tween [50 mM Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl 

y 0,05% (p/v) Tween 20] adicionada de leche descremada en polvo al 5% (p/v). Luego, se lavó con 

solución de TBS-Tween 10 min a 25 °C y se incubó 16 h a 25 °C con la misma solución 

suplementada con leche descremada al 1 % (p/v) que contenía una dilución adecuada del anticuerpo 

primario preparado en conejo. Se lavó nuevamente con solución de TBS Tween 10 min a 25 °C y se 

procedió al revelado de la membrana. Para tal fin, se incubó durante 1 h a 25 °C en TBS Tween 

suplementado con una dilución 1/5.000 del anticuerpo secundario conjugado a un colorante 

fluorescente Alexa Fluor 647 (Invitrogen) producido en cabra, que permite detectar las cadenas 

pesadas y livianas de los anticuerpos producidos en conejo. La señal fue detectada mediante la 

emisión de fluorescencia, utilizando el escáner Typhoon FLA 7.000 (GE Healthcare).  

 

Anticuerpos 

Los sueros inmunes contra las proteínas de interés fueron preparados en el Centro de 

Experimentaciones Biológicas y Bioterio, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional 

del Litoral, Esperanza, Santa Fe, Argentina; mediante la inmunización de conejos, acorde a lo 
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descripto por Vaitukaitis [102]. Como inmunógeno se utilizó las proteínas de interés purificadas a 

homogeneidad electroforética.   

Metodología utilizada en biología molecular 

Extracción del ARNm 

Las extracciones de ARN en células de algas verdes unicelularescrecidas en condiciones 

autotróficas, se realizaron utilizando el reactivo de extracción Trizol (0,38% (v/v) de fenol ácido, 

0,8 M de tiocianato de guanidina, 0,4 M tiocianato de amonio, 0,1 M de NaAc (pH 5,0), 5% (v/v) 

de glicerol). Para dichas extracciones 1x108 células se pulverizaron con nitrógeno líquido en un 

mortero estéril y la totalidad del polvo obtenido se transfirió a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se 

agregó 1 ml del reactivo de extracción. Luego de mezclar por inversión varias veces, los tubos se 

incubaron a temperatura ambiente 10 min y se centrifugaron 10 min a 13.000 xg y 4 °C. A las 

fracciones solubles obtenidas se les adicionó 200 ✂✁ ✞✂ ✝✁✞✄✞�✞✄✁✞ ✆ ✄✂ ✟☎✝✆☎✝✄✞☎ 3 min adicionales 

a temperatura ambiente. Se centrifugaron 15 min a 13.000 xg a 4 °C y la fase acuosa fue 

posteriormente precipitada con un volumen de isopropanol incubando los tubos durante 30 min a 

-20 °C. Pasado el tiempo de incubación, los tubos fueron centrifugados a 13.000 xg durante 15 min 

a 4 °C y luego fueron lavados con etanol 70% (v/v). El precipitado se dejó secar a temperatura 

ambiente para luego ser disuelto en 30 ✂✁ ✞✂ ✝✆✆✝ ☎✟✞✂✄✠✟✁✝✞✝ ✂✄✠✝✄✟✁✞ La concentración de ARN se 

determinó en espectrofotómetro a 260 nm.  

 

Transcripción reversa: obtención del ADN copia 

Para obtener el ADN copia (ADNc) a partir del ARNm, se realizó una retro-transcripción utilizando 

la transcriptasa reversa M-MLV (Promega), como se indica a continuación. Brevemente, se incubó 

1 µg ARNm y 100 pmol de oligo(dT) durante 5 min a 70 °C y luego la mezcla se enfrió 

rápidamente en hielo. Paso siguiente, la muestra se diluyó a un volumen final de 50 µl en 50 mM 

TRIS-HCl pH 8,3; 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM DTT, 200 mM dNTP, 25 U de inhibidor de 

ribonucleasas (RNasin ribonuclease inhibitor, Promega) y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV. 

La hebra de ADNc a partir del ARNm se obtuvo incubando la mezcla de reacción anterior a 42 °C 

durante 60 min. 
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Cuantificación de ácidos nucleicos  

Las concentraciones de ADN y ARN en solución se calcularon a partir de la absorbancia a 260 nm, 

considerando que una DO (260 nm) = 1 equivale a 50 ✂✆�✁✁ ✞✂ ✁✂✄ ✞ ✝ ☎✁ g/ml de ARN. También 

se midió la absorbancia a 280 nm, pico máximo de absorción de las proteínas, y se descartaron 

aquellas muestras con una relación de Abs 260 / Abs 280 inferior a 1,7 por considerarlas con una 

contaminación de proteínas no aceptable para los ensayos subsiguientes.  

 

Oligonucleótidos  

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 7, donde se remarcan 

lassecuencias que determinan los sitios de las enzimas de restricción indicadas (en negrita).  

 

Oligonucleótidos Secuencia Sitio de restricción

Neu cbbG-Fo GGATCCTATGACAATCAGAATTGC Bam HI

Neu cbbG-Re AAGCTTTTATTTACTGGCGATTACTC Hind III

Neu gabD-Fo GAGCTCGATGCAGACATACACACCC Sac I

Neu gabD-Re AAGCTTCTAAACCTCTTCCCCACCAT Hind III

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados en el Capítulo 2. Las secuencias en negrita corresponden a los 
sitios de restricción de cada oligonucléotido. 

 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Para la amplificación de los genes de interés se utilizó como molde ADNc. Las reacciones se 

realizaron con 2 ✂✁ ✞✂ ✁✂✄ ✁✞✁✞✂, 2 mM dNTPs, 0,1 mM oligonucleótidos, 2 mM MgCl2 y 2,5 U 

de Taq ADN polimerasa (Fermentas) en un volumen final de 50 ✂✁✞ ✆✁ ✝✄✞✆✄✝✁✝ ☎✞✄✟✝✞ ✆✠✟✁✟✟✝✞✞

fue el siguiente:  

1 ciclo de desnaturalización a 95 ºC, 5 min 

30 ciclos de:  

  (i) desnaturalización a 95 ºC, 1 min  

  (ii) hibridación a 40-60 ºC, 30 s                                                                                      

  (iii) elongación a 72 ºC, 1 min/kpb 

1 ciclo de elongación a 72 ºC, 10 min. 

Las reacciones se realizaron en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). 
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Clonado 

Los productos amplificados por PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. La banda de 

interés se escindió del gel y se purificó con la herramienta comercial Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega). Las muestras purificadas se ligaron al vector de clonado pGEM-T 

Easy (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

 

Subclonado  

Para introducir el gen de interés en el vector de expresión correspondiente, se procedió a cortar el 

vector de clonado con las enzimas de restricción adecuadas para cada caso, de forma de liberar el 

inserto. Luego, la muestra se sometió a electroforesis en gel de agarosa y la banda de interés se 

cortó del gel y se purificó con la herramienta comercial Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System 

(Promega). Por otra parte, el vector de expresión se escindió con las mismas enzimas de restricción 

con las que se liberó el gen de interés del vector de clonado. Luego de la digestión, el vector de 

expresión cortado se precipitó con 67% (v/v) etanol y 0,1 M acetato de sodio incubando a -20 ºC 

durante 16-18 h. Finalmente, el vector digerido y precipitado se centrifugó a 15.000 xg durante 

15 min a 4 ºCy resuspendió en agua mQ estéril. El inserto y el vector se ligaron utilizando T4 ADN 

ligasa (Promega) durante 16 h a 16 ºC. Con la mezcla de ligación se transformaron células de 

E. coli TOP10, a fin de amplificar el plásmido. Para evaluar la presencia del inserto de interés en el 

vector de expresión se realizó un corte con enzimas de restricción adecuadas y se sometió la 

reacción a una electroforesis en gel de agarosa. 

 

Extracción de ADN plasmídico   

Las células de E. coli transformadas se cultivaron en medio LB líquido suplementado con el 

antibiótico correspondiente y se cultivaron a 37 ºC durante 16-18 h. Posteriormente las células se 

cosecharon por centrifugación y se extrajo el ADN plasmídico utilizando la herramienta comercial 

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). La obtención del ADN plasmídico 

se corroboró por electroforesis en gel de agarosa.  
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Corte con enzimas de restricción  

Para evaluar la presencia del inserto de interés en el vector correspondiente, se procedió al corte con 

enzimas de restricción. El procedimiento típico consistió en la incubación del ADN plasmídico 

(1-2 ✂✆� ✝✞☎ ✁✝✄✄� ✂☎✟✟✁✝✄✄� ✞✂ ✄✂✄✠✄✟✝✝✟✁☎ ✝✞✄✄✂✄✝✞☎✞✟✂☎✠✂✄✄� ✄✂✁-20 U, en la solución reguladora 

provista por el fabricante para cada caso) a 37 ºC durante 3 h. 

 

Construcciones plasmídicas para la expresión de las enzimas recombinantes 

En la Tabla 8 se detallan todas las construcciones plasmídicas que permitieron expresar las 

proteínas recombinantes utilizadas en esta tesis. 

 

Enzima Construcción Sitios de clonado Cepa de E. coli T (°C) 
[IPTG] 

(mM)

Ga3PDHasa [pETDUET/Neu cbbG] BamHI/HindIII BL21 28 0,5
SSADHasa [pETDUET/Neu gabD] SacI/HindIII BL21 28 0,5

Tabla 8. Expresión de las proteinas recombinantes: construcciones y condiciones empleadas.  T: temperatura.

 

 

Para expresar las proteínas recombinantes, se transformaron células de E. coli indicadas en la 

Tabla 8 para cada caso con la construcción correspondiente utilizando el método de transformación 

por CaCl2. Luego, las células transformadas obtenidas en las placas con el medio de selección se 

repicaron a medio LB líquido suplementado con el antibiótico correspondiente y se incubaron en 

agitación a 37 °C hasta su saturación.  

Para los ensayos de expresión se inocularon cultivos de 1 l de medios de cultivo LB, YT2X o TB 

realizando una dilución 1/50. El cultivo inoculado se incubó a 30 °C en agitación orbital a 200 rpm 

hasta alcanzar una DO600 ~ 0,8, momento en el cual se agregó el inductor IPTG. Luego de la 

inducción, las células continuaron cultivándose a la temperatura adecuada (según Tabla 8) en 

agitador orbital a 200 rpm durante 16 h más. Las células se cosecharon por centrifugación a 

5.000 xg durante 10 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso. 
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Transformación de células bacterianas 

Las células de E. coli se hicieron competentes utilizando el método del CaCl2. Se utilizó un cultivo 

saturado para inocular medio LB fresco en una dilución 1/20. Las células se crecieron hasta 

DO600 � 0,4 y luego se cosecharon por centrifugación a 5.000 xg durante 5 min. Luego las células a 

partir de 1 ml de cultivo se resuspendieron en 500 µl de ST1 [10 mM MOPS-NaOH pH 7,0, 10 mM 

KCl]. Seguidamente se lavaron con el mismo volumen de ST2 [100 mM MOPS pH 6,5, 10 mM 

KCl, 100 mM CaCl2] y se incubaron 15 min en hielo, se centrifugaron nuevamente en las mismas 

condiciones y luego resuspendieron en 100 µl de ST2. Para transformar las células competentes, a 

una alícuota de 100 �l se le adicionaron de 2 a 4 �g de ADN plasmídico. La mezcla se incubó en 

hielo durante 1 h y luego se sometieron las células a un choque térmico a 42 °C por 45 s. Las 

células se recuperaron en medio LB durante 1 h a 37 °C y se sembraron en medio LB-agar 

suplementado con el antibiótico correspondiente. Finalmente, las células se cultivaron durante 

16-18 h a 37 °C y se seleccionaron distintos clones para su posterior análisis. 

 

Purificación de las enzimas recombinantes  

Las células obtenidas en los ensayos de expresión se resuspendieron en Buffer H [25 mM Tris-HCl 

pH 8,0, 300 mM NaCl, 5% (v/v) glicerol y 10 mM imidazol] y se lisaron por ultrasonido. Se 

centrifugó a 16.000 xg durante 20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de partículas en 

suspensión. La fracción soluble se sembró en una columna HisTrap HP de 1 ml (GE Healthcare) 

previamente equilibrada con Buffer H. La elusión de la proteína retenida se realizó con un gradiente 

de imidazol de 10-300 mM en Buffer H. Para el caso en el que no se utilizó el AKTA, las elusiones 

se realizaron empleando concentraciones crecientes de imidazol en buffer H (30, 50, 70, 100 y 

300 mM). Las fracciones que contenían actividad enzimática se reunieron y se conservaron a 

-80 °C. 

Todas las proteínas se purificaron siguiendo el protocolo descripto, a excepción de la 

Ga3PDHasa A clonada en el vector pETDUET smc 2 (Tabla III.3) la cual no contiene etiqueta de 

His incorporada. En este caso, las células se resuspendieron en Buffer A [50 mM MOPS pH 8,0, 

0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 y 5% (p/v) de sacarosa] y se lisaron por ultrasonido. Se centrifugó a 

16.000 xg durante 20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de partículas en suspensión. La 

fracción soluble se sometió a una precipitación salina sucesiva, entre 30 y 80 % utilizando 

(NH4)2SO4. Luego se probaron diferentes protocolos con las fracciones obtenidas:  

- se lavaron con Buffer A empleando un dispositivo de ultracentrifugación.  
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- se sembraron en una columna de filtración por gel (Superdex 200 5/100 Tricon). 

- se sembraron en una columna de fenilsefarosa equilibrada con Buffer C [Buffer A con 1 M 

de (NH4)2SO4]. 

En todos los casos se determinó actividad enzimática y se analizó el perfil proteico obtenido 

mediante electroforesis (SDS-PAGE 12%). 

 

Filtración por gel 

La masa molecular de las proteínas se determinó utilizando una columna de Superdex 200 5/100 

Tricorn (GE Healthcare) equilibrada con solución G (50 mM HEPES pH 8,0 y 100 mM NaCl). LA 

curva de calibrado se determinó utilizando proteínas estándar de masa molecular conocida 

(ovoalbúmina, 43 kDa; conalbúmina, 75 kDa; aldolasa, 158 kDa, ferritina, 440 kDa y tiroglobulina, 

669 kDa; GE Healthcare). El volumen V0 fue determinado utilizando Azul de Dextrano (Promega). 

 

Metodología de análisis enzimático  

Medida de actividad de la la SSADHasa 

Para medir la actividad de la enzima SSADHasa se hizo uso de la propiedad diferencial que tiene la 

coenzima NAD(P)+ y su par reducido, NAD(P)H, en su espectro de absorción a 340 nm, longitud a 

la cual sólo absorbe la forma reducida. De esta manera se puede seguir la actividad de una enzima 

que utiliza el cofactor NAD(P)+, por aumento de la absorción a 340 nm en un espectrofotómetro. 

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima necesaria para producir/consumir 

1 µmol de producto/sustrato en 1 min bajo las condiciones específicas para cada ensayo. Para 

calcular la concentración del NAD(P)H generado en el medio de reacción se utilizó su coeficiente 

de absorción molar a 340 nm de 6,22 mM-1cm-1. 

Para determinar la actividad de la enzima SSADHasa se utilizó un medio de reacción que contenía: 

50 mM Tricina-NaOH pH 8,5, 2,4 mMSSA, 1,5 mM NAD(P)+y una cantidad adecuada de enzima, 

a menos que se indique lo contrario. En reemplazo del SSA se probaron además como sustratos: 

formaldehído, etanol, (D o L)-Ga3P, glutaraldehído o glicerol. Las reacciones se iniciaron, en todos 

los casos, por el agregado de SSA (o el sustrato alternativo) y se registró la reducción del NAD(P)+ 

a 340 nm a 30 °C. 
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Caracterización cinética de las enzimas en estudio 

Para determinar los parámetros cinéticos de las enzimas en estudio se realizaron curvas de 

saturación de actividad enzimática en presencia de una concentración fija de uno de los sustratos y 

concentraciones variables del sustrato analizado. Los datos cinéticos obtenidos se graficaron como 

velocidad inicial en U/mg versus la concentración del sustrato variable en µM o mM. Los 

parámetros cinéticos fueron calculados mediante ajuste por regresión no lineal utilizando la 

ecuación de Hill y el programa informático OriginTM 7.0. Los valores obtenidos implican un 

promedio de un mínimo de tres determinaciones independientes que fueran reproducibles dentro de 

un marco de variación de ± 10%. 

 

Análisis cinético 

Los datos de actividad enzimática se graficaron en función de la concentración de sustrato o efector 

y fueron ajustados a distintos modelos de ecuaciones con el programa Origin 8.1 (OriginLab). Para 

el caso del cálculo de constantes cinéticas, se ajustaron los datos experimentales a la ecuación de 

Hill: v = VmaxSnH/(S0,5
nH + SnH); donde S0,5 es la concentración de sustrato (S) que produce el 50 % 

de la velocidad máxima (Vmax), y nH es el coeficiente de Hill (Hill 1910) [109]. Una vez verificado 

un comportamiento hiperbólico (nH) no significativamente distinto de 1), el S0,5 es equivalente a los 

valores de Km determinados. Los valores de las constantes cinéticas son el resultado de al menos 

tres determinaciones con una variación menor al 10 %. Los valores de las mismas se expresan ± su 

error estándar. 

 

Resultados 

Identificación y expresión recombinante de genes de N. europaea que codifican para aldehído 

deshidrogenasas (DHasas).  

El genoma de N. europea (disponible en la base de datos de NCBI, NC_004757.1) se empleó para 

identificar, por similitud de secuencias, aquellos genes que codifican para aldehído deshidrogenasas 

que pudieran estar involucradas en el ciclo de BBC, la glucólisis y/o el ciclo del TCA. Como 

secuencias molde para realizar la búsqueda mediante BLAST-P en NCBI se emplearon las 

secuencias de aminoácidos correspondientes a la Ga3PDHasa y np-Ga3PDHasa de Ttriticum 
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cultivos y se purificacon ambas DHasas por cromatografía IMAC. Las proteínas purificadads se 

conservaron a -80°C hasta ser empleadas en los ensayos que permitieron su caracterización, 

verificándose que en tales condiciones las enzimas conservaban sus respectivos niveles de 

actividad. 

Para evaluar la identidad de las proteínas recombinantes expresadas, se realizó un alineamiento de 

su secuencia de aminoácidos con la de otras aldehído deshidrogenasas ya caracterizadas y se 

determinó el porcentaje de identidad entre ellas.   

 

CbbG  

La secuencia de aminoácidos de CbbG se comparó con las correspondientes a la Ga3PDHasa, la 

Ga3PDHasaA y la np-Ga3PDHasa de varios organismos. En la Figura 42 puede observarse que la 

identidad de secuencias de la proteína CbbG oscila entre 49-58% cuando se la compara con la 

secuencia de las Ga3PDHasas (EC 1.2.1.12),  mientras que es de  35-42% o 27-30% respecto a la 

Ga3PDHasaA (EC 1.2.1.13) o la np-Ga3PDHase (EC 1.2.1.9), respectivamente (Figura 43 y 44).  

 

Figura 42. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de CbbG con diferentes Ga3PDHasas 

(EC 1.2.1.12). Entamoeba hystolitica (Ehi), Tritucum aestivum (Tae), Nitrosomonas europaea 

(Neu), Euglena gracilis (Ega) y Synechococcus elongatus (Sel). Los aminoácidos fueron coloreados 

de acuerdo al nivel de conservación entre los residuos. De mayor a menor: rojo, azul, verde y negro. 
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Figura 43. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de CbbG con diferentes Ga3PDHasas A/B 

(EC 1.2.1.13). Nitrosomonas europaea (Neu), Arabidopsis thaliana (Ath), Chlamydomonas 

reinhardtii (Cre, P50362), Dunaliella viridis (Dvi) y Spinacia oleracea (Sol). Los aminoácidos 

fueron coloreados de acuerdo al nivel de conservación entre los residuos. De mayor a menor: rojo, 

azul, verde y negro. 
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Figura 44. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de CbbG con diferentes np-Ga3PDHasas 

(EC 1.2.1.9). Nitrosomonas europaea (Neu), Chlamydomonas reinhardtii (Cre), Triticum aestivum 

(Tae), Streptococcus pyogenes (Spy) y Sulfolobus tokodaii (Sto). Los aminoácidos fueron 

coloreados de acuerdo al nivel de conservación entre los residuos. De mayor a menor: rojo, azul, 

verde y negro. 

 

En función de este análisis y de la identidad putativa propuesta para el gen, decidimos medir la 

actividad de CbbG adpatando metodologías ya descriptas para las Ga3PDHasas, evaluando ambos 

sentidos de la reacción enzimática tal como se describe en Materiales y Métodos.  

 

GabD  

La secuencia de aminoácidos de GabD se comparó con las secuencias de las np-Ga3PDHasas y 

SSADHasas de otros organismos. Esta elección se basó en observaciones previas que han 

demostrado que otras proteínas encontradas (e identificadas) en base a su similitud con las 

np-Ga3PDHasas, al ser caracterizadas enzimáticamente exhibieron mayor capacidad para catalizar 

la oxidación de otros aldehídos [41] [191]. En la Figura 45 y 46, se muestran los alineamientos de 
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secuencias a partir de los cuales se pudo determinar que GabD comparte una identidad del 27-30% 

con las np-Ga3PDHasas de otros organimsos y una  identidad de 30-48% con las SSADHasas.  

 

Figura 45. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de GabD con diferentes np-Ga3PDHasas 

(EC 1.2.1.9). Nitrosomonas europaea (Neu), Chlamydomonas reinhardtii (Cre), Triticum aestivum 

(Tae), Streptococcus pyogenes (Spy) y Sulfolobus tokodaii (Sto). Los aminoácidos fueron 

coloreados de acuerdo al nivel de conservación entre los residuos. De mayor a menor: rojo, azul, 

verde y negro. 
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Tabla 9. Parámetros cinéticos para CbbG. Se determinaron los parámetros 
cinéticos de CbbG variando la concentración de uno de los sustratos mientras 

se mantenía fija, y a concentraciones saturantes, las concentraciones de los 
co-sustratos. Los valores expresados resultan del promedio de al menos 

cuatro medidas independientes. Los valores de kcat fueron calculados 
considerando 37,5 kDa como la masa molecular del monómero. na: no 

actividad. 

Sustratos kcat (min-1) Km (mM) kcat/Km (M-1s-1) n 

NAD+ 288 ± 18 0,15 ± 0,03 3,2 x 104 0,8 ± 0,1 

D-Ga3P 266 ± 3 0,37 ± 0,01 1,2 x 104 1,2 ± 0,1 

NADP+ na na na na 

NADH 54 ± 2 0,45 ± 0,02 2,0 x 103 1,1± 0,1 

1,3 bisPGA 58 ± 1 0,07 ± 0,05 1,5 x 104 1,2 ± 0,1 

NADPH na na na na 

 

Debido a que la enzima podría participar tanto en la vía glucolítica (oxidación del Ga3P), como en 

la de gluconeogénesis y el ciclo BBC (reducción del 1,3bisPGA), se evaluó su actividad con los 

cofactores NADP+ o NADPH en reemplazo del NAD+ y NADH. Sin embargo, luego de analizar un 

amplio rango de concentraciones de cada uno de ellos (1-40 mM), estos sutratos no pudieron ser 

utilizados por la enzima, indicando que la misma es específica por NAD+ y NADH. Las 

propiedades y los valores de los parámetros cinéticos determinados a partir de la caracterización 

cinética de CbbG, fueron similares a lo ya descripto para la Ga3PDHasa del tipo EC 1.2.1.12 

(NAD-dependiente) de otros organismos [125] [136] [137]. 

 

Caracterización cinética de la SSADHasa de N. europaea; GabD  

Para determinar los parámetros cinéticos de la proteína GabD de N. europaea, se realizaron medidas 

de su actividad empleando diferentes concentraciones de D-Ga3P, L-Ga3P, SSA, NAD y NADP. 

Los datos obtenidos, expresados en U/mg, se graficaron en función de la concentración de sustrato 

empleada y se ajustaron las curvas a un modelo matemático que nos permitió determinar los valores 

de los parámetros cinéticos que caracterizan a la enzima.  
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(D-Ga3P, Km ~2 mM; L-Ga3P, Km ~3 mM), mientras que la kcat fue dos veces mayor con el isómero 

D-Ga3P con ambos cofactores (~0.4 min-1).  

Debido a que la enzima mostró cierta promiscuidad por el uso de sustratos, también evaluamos 

como alternativa de los mismos: formaldehído, glutaraldehído, etanol y glicerol. En ningún caso 

pudo detectarse actividad de la enzima incluso a concentraciones de 20 mM de estos compuestos. 

Los resultados obtenidos indican que gabD codifica para una enzima que principalmente convierte 

el SSA en succinato transfiriendo los equivalentes de reducción tanto al NADP+ como al NAD+, 

pero con preferencia por el primero. Sin embargo, resulta importante resaltar que la enzima es 

promiscua por sus sustratos y que en determinadas condiciones también podría catalizar la 

oxidación del D/L-Ga3P tanco con NADP+ o NAD+ como cofactor, reflejando una actividad 

secundaria de np-Ga3PDHase. 

 

Tabla 10. Parámetros cinéticos de GabD para SSA y Ga3P con el uso de NAD+ o NADP+ como 
cofactor. Se determinaron los parámetros cinéticos de CbbG variando la concentración de uno de 
los sustratos mientras se mantenía fija y a concentraciones saturantes las de los co-sustratos. Los 

parámetros son el promedio de al menos cuatro medidas independientes. Los valores de kcat fueron 
calculados considerando la masa molecular del monómero (47,6 kDa). En el caso donde la enzima 

fue inhibida por exceso de sustrato, el ajuste estadístico fue realizado utilizando la ecuación de 
Esser y col [41]. ni: no inhibido por sustrato. 

Sustratos kcat (min-1) Km (mM) kcat/Km (M-1s-1) n ki (mM) 

SSA 35 ± 1 0,03 ± 0,05 2,5 x 104 1,0 ± 0,1 27 ± 3 

NADP+ 37 ± 1 0,04 ± 0,01 1,5 x 104 1,0 ± 0,1 21 ± 2 

      

SSA 29 ± 1 0,07 ± 0,01 7,0 x 103 1,0 ± 0,1 17 ± 2 

NAD+ 27 ± 1 1,12 ± 0,06 4,0 x 102 0,8 ± 0,1 ni 

D-Ga3P 0,80 ± 0,04 1,90 ± 0,20 7 1,2 ± 0,1 ni 

NADP+ 0,80 ± 0,01 0,23 ± 0,01 56 0,9 ± 0,1 ni 

      

D-Ga3P 1,0 ± 0,2 2,20 ± 0,10 8 1,3 ± 0,1 ni 

NAD+ 1,0 ± 0,2 0,40 ± 0,03 50 1,0 ± 0,1 ni 
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Discusión  

N. europaea ✂✄ ✆☎✝ ✂-proteobacteria quimiolitoautotrófica que (junto con otros microorganismos) 

participa en la conversión y la circulación de material inorgánico en la Tierra [21]. La bacteria fija 

el CO2 medainte un ciclo de BBC similar al que se encuentra en las plantas, pero utiliza la energía 

obtenida a través de la oxidación del nitrógeno inorgánico en lugar de la luz solar para el proceso 

biosintético [175].  

En algas verdes y plantas superiores, donde el ciclo BBC ha sido ampliamente estudiado, la fijación 

de CO2 catalizada por la Rubisco genera 3PGA que luego es convertido en Ga3P dentro del 

cloroplasto. Esta última conversión implica dos pasos: una molécula de 3PGA es fosforilada por 

una PGKasa (EC2.7.2.3) para genera 1,3bisPGA, el que luego se reduce en una segunda reacción 

catalizada por la Ga3PDHaseA/B (EC 1.2.1.13)] para así producir el Ga3P. Esta triosa-P se divide 

luego entre varias rutas metabólicas que tienen lugar en diferentes compartimentos celulares [192] 

[48]. Una vez transportado al citoplasma por un transportador específico, el Ga3P puede ser 

oxidado nuevamente por la Ga3PDHasa dependiente de NAD+ (EC 1.2.1.12) o la np-Ga3PDHasa 

(EC 1.2.1.9) dependiente de NADP+, generando ATP y NADH o NADPH, respectivamente. En 

plantas, estas enzimas están reguladas por mecanismos postraduccionales que permiten modificar el 

flujo metabólico a fin de obtener fuente de energía o poder reductor según las necesidades celulares 

[193] [194] [195] [125] [98] [54] [196]. 

El análisis del genoma de N. europaea, que fue secuenciado en 2003, ha permitido predecir in silico 

el escenario de sus vías metabólicas [25]. Respecto al ciclo de BBC, se pudieron identificar genes 

que codificarían para casi todas las enzimas involucardas en el ciclo, excepto la sedoheptulosa-

1,7bis-fosfatasa (EC 3.1.3.37) y la Ga3PDHasaA/B dependiente de NADP+. En función del análisis 

realizado sobre la información genómica de N. europea, se propuso que la enzima Ga3PDHasa 

dependiente de NAD+ (codificada por el gen cbbG) podría sustituir hipotéticamente a la 

Ga3PDHasaA/B en el ciclo del BBC. Cabe señalar que la Ga3PDHasa dependiente de NAD+ 

(EC 1.2.1.12) en otros organismos participa de otras vías metabólicas, siendo su función clave para 

la glucólisis y la gluconeogénesis [25]. Asímismo, es importante recordar que otros organismos 

capaces de fijar CO2 mediante el ciclo de BBC tienen tres tipos distintos de Ga3PDHasas, tal como 

fue descripto. De esta forma, considernado que en N. europaea habría un único gen que codifica 

para alguna de las distintas versiones de la Ga3PDHasa, la enzima codificada por el gen cbbG 

debería funcionar en las diferentes vías metabólicas: fijación del carbono mediante el ciclo de BBC, 

la glucólisis y/o la gluconeogénesis. Dados los antecedentes, decidimos estudiar la enzima 

cpdificada por el gen cbbG para una mejor comprensión de las propiedades bioquímicas. Con este 
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objetivo, se clonó el gen a partir del ADN genómico de la bacteria y se expresó de forma heteróloga 

en E. coli, para obtener la proteína CbbG producida de forma recombinante con alto grado de 

pureza. La enzima, pudo expresarse de forma soluble y activa y con esto pudimos realizar su 

caracterización cinética.  

Los resultados obtenidos en la caracterización bioquímica indicaron que la Ga3PDHasa de 

N. europaea cataliza la oxidación reversible del Ga3P a 1,3bisPGA, utilizando específicamente 

NAD+/NADH como cofactor. Los parámetros cinéticos indican que la enzima tiene un valor de Km 

menor para el 1,3bisPGA (cuando se compara con el del Ga3P) y alcanza un valor mayor en la 

constante de especificidad en la oxidación de Ga3P, lo que resulta en una eficiencia catalítica 

similar para ambas direcciones de la reacción reversible. En función de estos resultados, la 

Ga3PDHasa de N. europaea podría estar involucrada en distintas vías metabólicas que precisen 

convertir el Ga3P en 1,3bisPGA y viceversa; es decir, en la glucólisis o el ciclo de BBC (también 

llamado ciclo reductivo de las pentosas fosfato), respectivamente. El hecho de que la enzima sea 

especifica para el NAD+/NADH, se correlaciona con observaciones previas obtenidas a partir de 

extractos celulares de N. europaea cultivadas con [14C] CO2 [175].  

En organismos eucariotas que emplean el ciclo de BBC el cofactor clave en la transferencia del 

poder reductor a las triosas-P es el NADP+; sin embargo, en N. europaea los resultados indican que 

la Ga3PDHasa es dependiente de NAD+. Se ha sugerido que en un organismo quimiolitoautotrófico 

procariota que carece de vías catabólicas (como es el caso de N. europaea), se lograría un ahorro 

significativo de energía al usar NADH en lugar de NADPH (el cual es generado a partir del NADH 

en una reacción dependiente de energía) para reducir 3-PGA [25]. Al determinar la estrutura 

cuaternaria de la Ga3PDHasa de N. europea obtenida en forma recombinante, resultó llamativo que 

la misma sea activa con una estructura dimérica. Esto es distintivo con respecto a lo determinado 

para esta enzima en otros organismos donde la gran mayoría ha resultado ser funcional en una 

estrutura del tipo tetrámero [135] [197] [198]. No obstante,  esta no sería la única Ga3PDHasa 

activa con esta conformación ya que el modelo tridimensional obtenido in silico para la 

Ga3PDHasa dimérica de Entamoeba histolytica [199] predice que la enzima es también dimérica. 

Las dos enzimas mencionadas, comparten entre sí una identidad del 57% (a nivel de aminoácidos). 

N. europaea es una organismo preferentemente autotrófico que obtiene energía y poder reductor a 

partir de la oxidación del amoníaco a nitrito para luego fijar el CO2 para satisfacer sus demandas de 

esqueletos de carbono [25]. En este escenario metabolico, esquematizado en la Figura 48, la 

Ga3PDHasa estaría involucrada principalmente en el ciclo de BBC catalizando la reducción del 

1,3bisPGA a Ga3P a expensas de NADH. Se ha demostrado en N. europaea que la depleción de su 
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fuente de energía (amoníaco) y la presencia de carbonato (condiciones que no permiten la fijación 

de carbono), ocasiona una modificación de la expresión génica global y particularmente la 

expresión del gen cbbG resulta 10 veces menor en células privadas de amoníaco en comparación 

con células que crecen en condiciones similares a su entorno natural [181]. Además, la glucosa no 

es una fuente de carbono para N. europaea y las enzimas relacionadas con su metabolismo no se 

detectaron bioquímicamente ni se identificaron en el genoma de la bacteria [175]. Los datos 

genómicos muestran sólo unos pocos genes que codifican transportadores de sustratos orgánicos en 

N. europaea [26], aunque el perfil del genoma reveló la presencia de vías completas para la 

oxidación de algunos compuestos orgánicos simples. De hecho, la fructosa y el piruvato podrían 

servir como la única fuente de carbono para el crecimiento de N. europaea, pero todavía se necesita 

amoníaco como fuente de energía [180]. Incluso cuando el modo de crecimiento 

quimiolitoheterotrófico sea inusual para esta bacteria en su entorno natural [180] [200]; este 

organismo tiene la capacidad bioquímica de realizar la glucólisis comenzando desde la fructosa y 

emdiante una vía que involucra a la Ga3PDHasa (caracterizada en este trabajo) para la oxidación de 

Ga3P. La existencia de un único gen que codifica para alguna Ga3PDHasa capaz de catalizar 

reacciones en vías metabólicas opuestas, no sería una problema para N. europea. Durante su 

crecimiento quimiolitoautotrófico predominaría el sentido de reducción del 1,3bisPGA para ser 

convertido en Ga3P pudiendo estos metabolitos repartirse en otras vías metabólicas asociadas.  

En este trabajo, también estudiamos la proteína GabD. A partir de la búsqueda realizada in sílico en 

la base de datos del genoma de N. europea, se pudo identificar que el gen gabD tenía a nivel de 

proteína una similitud con las SSADHasas de organismos como Sulfolobus solfataricus y 

Sulfolobus tokadaii y con las np-Ga3PDHasas de organismos como Sulfolobus tokadaii y Ttriticum 

aestivum. Estas dos enzimas están muy relacionadas en su secuencia y pertenecen a la superfamilia 

de las aldehído DHasas [41] [191]. En N. europaea no se ha caracterizado ninguna de las dos 

enzimas y existiendo sólo un gen codificante para este tipo de DHasas, resultó de relevancia 

desentrañar que actividad enzimática tendría la proteína GabD. Con este objetivo, se clonó el gen a 

partir del ADN genómico de la bacteria y se expresó de forma heteróloga en E. coli, para obtener la 

proteína GabD en forma recombinante. La enzima, pudo expresarse de forma soluble y activa y con 

esto pudimos realizar su caracterización cinética.  

De los estudios cinéticos realizados, determinamos que GabD puede catalizar la oxidación 

irreversible del Ga3P a 3PGA utilizando tanto NAD+ como NADP+ como cofactor, asemejándose 

así a la función que cumplen las np-Ga3PDHasas. Sin embargo, la actividad de la enzima para 

convertir el Ga3P fue minoritaria en comparación a la actividad de la misma cuando reemplazamos 
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[186] [56]. El ciclo del TCA es una ruta metabólica central en la mayoría de las bacterias, arqueas y 

eucariotas, siendo responsable de la oxidación completa de los compuestos derivados del 

metabolismo de los carbohidratos, ácidos grasos y aminoácidos que son catabolizados hasta la 

liberación de CO2 conservando los electrones mediante la reducción de NAD+ y FAD+ [56]. Los 

cofactores reducidos luego donan electrones a una cadena de transporte asociada a la membrana que 

permite la síntesis de ATP, mientras que los metabolitos producidos en el ciclo de TCA suministran 

esqueletos carbonados para la biosíntesis de una variedad de compuestos [201].  

En bacterias, se ha demostrado que existen variantes en las reacciones que completan el ciclo del 

TCA, con varias alternativas descritas. En N. europaea se había propuesto que el ciclo del TCA 

sería incompleto y que funcionaría en forma de herradura debido a que no se ha podido detectar la 

actividad de todas las enzimas que regularmente forman parte del ciclo en otros organismos [179]. 

Sin embargo, en otros organismos como S. solfataricus [41] y Synechococcus sp. PCC 7002 [188] 

✄✂ ✁✝ ✞✂✁✞✄✠✄✝✞✞ ☎✆✂ ✁✝ ��✁✂✁✝✄✝ ✝✝✄✠✟✝✟✝✝ ✂☎ ✂✁ ✁✂✠✝☎✞✁✟✄✁✞ ✞✂✁ ✞✝✟✞✞ ✂-aminobutírico (GABA) 

como una reacción asociada al ciclo TCA. Otra función determinada para la SSADHasa en 

bacterias y cianobacterias asociada al TCA es el metabolismo del 2-oxoglutarato a succinato 

resultante de la acción consecutiva de la 2-oxoglutarato descarboxilasa (OgdA) y la SSADHasa 

[188] [189].  

Teniendo en cuenta los antecedentes y para intentar comprender el rol de la la SSADHasa en el 

metabolismo de N. europaea, realizamos búsquedas in silico de genes que puedan codificar enzimas 

asociadas al metabolismo del GABA y el 2-oxoglutarato. Sin embargo, no pudimos identificar 

genes que codifiquen proteínas con similitud de secuencia mayor al 10% a la glutamato 

deshidrogenasa (GdhA), glutamato descarboxilasa (GadA) y GABA aminotransferasa. Incluso 

cuando la búsqueda se realizó empleando como molde para el BLAST secuencias de las proteínas 

de diferentes organismos.  Cuando realizamos la búsqueda en el genoma de N. europarea utilizando 

la secuencia de la 2-oxoglutarato descarboxilasa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (codificada 

por el gen Rv1248c), encontramos la proteína NE2374 con una similitud de secuencia del 43% y 

una identidad del 32%. Esta proteína se identifico putativamnte en el genoma de N. europaea como 

✂✁ ✝✞✁✝✞☎✂☎✠✂ ✆✂ ✞✂ ✁✝ ✂-cetoglutarato deshidrogenasa (KDHasa); sin embargo, la actividad de la 

KDHasa no pudo detectarse en los extractos de N. europea en mas de un estudio [178] [202]. 

Debido a que la actividad de la KDHasa estaba ausente y no se identificaron vías alternativas en su 

reemplazo, se había sugerido que en N. europaea el ciclo de TCA opera en un modo ramificado o 

de herradura: una parte oxidativa (de piruvato a 2-oxoglutarato) y otra reductora (que conduce a la 

formación de succinil-CoA) [178]. Aunque se detectó la transcripción del gen que putativamente 
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codifica a la 2-oxoglutarato deshidrogenasa en N. europaea cuando esta crece sin CO2 o 

anaeróbicamente pero complementada con fuentes de energía y carbono [26] [176], no se 

obtuvieron evidencias bioquímicas para la ocurrencia de este paso metabólico [176]. Además, y a 

diferencia de algunos organismos con ciclos de TCA ramificados o incompletos, N. europaea no 

contiene genes que codifiquen enzimas capaces de participar en el metabolismo del glioxilato, que 

también ha demostrado ser una alternativa del ciclo TCA en otros organimos  [201]. 

En función de los resultados y el análisis realizado en este trabajo, es razonable sugerir un nuevo 

escenario metabólico para el ciclo de TCA en N. europaea. En este escenario (Figura 51) el 

✂-cetoglutarato sería descarboxilado a SSA por la descarboxilasa específica (enzima anotada como 

NE2374 en la base de datos NCBI) y el SSA sería oxidado a succinato por la SSADHasa (proteína 

GabD codificada por gabD). Así, estas dos enzimas serían capaces de cerrar el ciclo del TCA en 

N. europaea planteando una vía alternativa que también se ha descripto en diferentes especies de 

micobacterias [203], de Rhodococcus [186] y de cianobacterias [204]. 

Los resultados obtenidos contribuyen a la comprensión de los roles metabólicos desempeñados por 

la Ga3PDHasa y la SSADHasa en organismos quimiolitoautotróficos críticos en el ciclo 

biogeoquímico del nitrógeno. Específicamente se proporciona nueva información con respecto a las 

vías claves como la fijación de CO2, la glucólisis y el ciclo de TCA, vías que impulsan el desarrollo 

del microorganismo y le permiten cumplir su papel en la naturaleza. Las nuevas piezas agregadas al 

rompecabezas del metabolismo del carbono de N. europaea aportan al conocimiento sobre la 

bioquímica de este organismo y destacan nuevos actores para futuras investigaciones. Cabe señalar 

que estudios complementarios relacionados con la expresión génica in vivo, son claves para 

complementar la comprensión del metabolismo del carbono y la energía en N. europaea y 

organismos relacionados. 

 

Conclusiones 
 

1- Obtuvimos por homología de secuencias los genes cbbG y gabD, que codifican para las enzimas 

Ga3PDHasa y SSADHasa, respectivamente de N. europaea. Los clonamos y expresamos 

recombinantemente transformando células de E. coli. 

2- Purificamos a homogeneidad electroforética y con altos rendimientos las proteínas CbbG y 

GabD, empleando una cromatografía de afinidad a metal inmovilizado.  
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3- Determinamos actividad enzimática y caracterizamos cinéticamente la CbbG. La misma 

demostró ser específica para los sutratos D-Ga3P y NAD+ siendo de esta manera, la única enzima 

encargada de la oxidación del Ga3P en N. europaea tanto en la vía de glucólisis/gluconeogénsis 

como en el ciclo de BBC. 

4- Pudimos determinar actividad enzimática de GabD empleando como sustrato diferentes 

aldehídos (SSA y ambos isómeros D- y L-Ga3P) y cofactores (NAD+ o NADP+).  

5- Caracterizamos cinéticamente GabD. La misma mostró ser  3500 veces más eficiente 

catalíticamente cuando emplea los pares SSA/NADP+ o SSA/NAD+, es decir, cuando utiliza el 

aldehído SSA, demostramos de esta manera que GabD se comporta como una SSADHasa.  

6- Demostramos que GabD es la única SSADHasa que presenta N. europaea. La misma esta 

involucrada en cerrar el ciclo de TCA de una manera no tradicional, convirtiendo el SSA 

✝✄✞✠✂☎✟✂☎✠✂ ✞✂ ✁✝ ✄✂✝✝✝✟✁☎ ✝✝✠✝✁✟✟✝✞✝ ✝✞✄ ✆☎✝ ✂-cetoglutarato descarboxilasa (NE2374) en 

succinato.  
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CONCLUSIONES GENERALES 

A partir de los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo de tesis, se puede enunciar 

las siguientes conclusiones generales: 

a- Los cambios en las condiciones de crecimiento de algas verdes unicelulares junto con la 

determinación de sus compuestos de reserva son una herramienta muy útil para detectar 

cambios en el metabolismo del carbono. Cuando a los mismos se le suma medidas de 

actividad de enzimas claves del metabolismo del carbono, podemos determinar con mayor 

especificidad los puntos del metabolismo donde ocurren aquellas modificaciones. Esto no es 

solo un aporte al conocimiento para poder puntualizar un estudio sino también un aporte de 

información útil para realizar mejoramientos de la especie con algún fin comercial.   

b- La metodología del ADN recombinante fue una técnica sumamente útil para producir: 

ambas isoformas de la enzima Ga3PDHasa de Chlorella sp. y las enzimas Ga3PDHasa y 

SSADHasa de N. europaea. Los sistemas de expresión logrados nos permitieron obtener 

enzimas fusionadas a una etiqueta de histidinas que permitió purificarlas en un único paso, 

con altos rendimientos y grado de pureza, superando así lo complicado que resulta la 

purificación a homogeneidad en cantidades relativamente elevadas de enzimas a partir de 

extractos de algas verdes unicelulares.  

c- El estudio bioquímico y estructural de las enzimas nos permitó incrementar el conocimiento 

sobre las propiedades funcionales de las Ga3PDHasa y la SSADHasa de N. europaea. De 

esta manera, la identidad asignada mediante análisis genómicos queda corroborada y 

además, se les asigna otras posibles funciones dentro del microorganismo.  
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