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Resumen 
Las algas son un grupo de organismos fotosintéticos muy diverso del que se conocen cerca de 

30,000 ejemplares diferentes. Dentro del ecosistema de la Tierra, generan gran parte del oxígeno 

que consumimos los seres vivos, sostienen la biodiversidad de las comunidades marinas, y son, 

también, organismos modelo para la bioingeniería de enzimas, la producción de biocombustibles y 

para la biorremediación, además de que brindan una alternativa más amable con el ambiente para 

la obtención de biomoléculas. De tal forma que la ingeniería genética de las microalgas es uno de 

los campos de la biotecnología mas interesantes y con un desarrollo intensivo. En esta breve revisión 

se describen algunos eventos históricos; los sistemas más populares debido a su efectividad, como 

el uso de vectores empleados para transformar plantas y animales, la transformación mediada por 

Agrobacterium tumefaciens o la biobalística; y algunos sistemas novedosos como la generación de 

librerías de herramientas para transformar el genoma de Chlamydomonas reinhardtii; las ventajas 

de conocer el genoma y plastoma para desarrollar vectores y elegir el uso de los sistemas de edición 

con nucleasas programables, entre los otros. El propósito general de esta revisión es proporcionar 

un panorama de los éxitos y de las dificultades enfrentados en este campo y que parecen estar 

directamente relacionados con la diversidad de este grupo de organismos. 

 

Palabras clave: Transformación genética, microalgas. 

 

Abstract  
Coral Algae are a very diverse group of photosynthetic organisms of which about 30,000 different 

specimens are known. Within the Earth's ecosystem, they generate much of the oxygen that living 

beings consume, they also sustain the biodiversity of marine communities, and are model organisms 

for the bioengineering of enzymes, the production of biofuels, and bioremediation. In addition, algae 

provide a more friendly environmentally alternative to obtain biomolecules. Then, the genetic 

engineering of microalgae is one of the most interesting and intensively developed biotechnology 

fields. This brief review describes some historical events, the most popular systems due to their 

effectiveness, such as the use of vectors used to transform plants and animals, transformation 

mediated by Agrobacterium tumefaciens, and the use of microprojectiles to deliver DNA into the cell; 

and some novel systems such as the generation of "tool" libraries to transform the genome of 

Chlamydomonas reinhardtii; the advantages of knowing the genome and the plastome to develop 

vectors, and the use of editing systems with programmable nucleases. The general purpose of this 

review is to provide an overview of the successes and difficulties faced in this field that seems to be 

directly related to the algae of interest. 
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Introducción 
 

El término “alga” no se refiere a un 
grupo taxonómico, si no que, define a un 
grupo polifilético de organismos que no son 
plantas superiores, comparten un origen, pero 
a través de su evolución, adquirieron 
características similares que incluyen la 
capacidad de generar oxígeno a través de la 
fotosíntesis. Evolutivamente están 
relacionadas a las plantas superiores ya que, 
además de la fotosíntesis, comparten la 
mayoría de sus procesos metabólicos y 
producen compuestos de almacenamiento 
similares. Sin embargo, las plantas son 
organismos ampliamente diferenciados en 
comparación con las algas (Barsanti and 
Gualtieri 2014). 

El tamaño y la forma de las algas es 
muy diverso, existen macroalgas gigantes de 
hasta 100 m de longitud y microalgas 
unicelulares como el plancton vegetal de entre 
0.2 y 2 µm. Existen microalgas marinas y de 
agua dulce, también las hay terrestres 
creciendo en ambientes húmedos como rocas 
y troncos. Las algas se clasifican en algas 
procariotas verde-azules (cianobacterias), y  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

eucariotas como las rodofitas, feofitas, 
clorofitas, euglenofitas, carofitas, diatomeas, 
dinoflagelados, y criptofitas 
(Figura1)(http://www.keweenawalgae.mtu.edu/).  

Algunas algas marinas pueden 
sobrevivir en profundidades de más de 200 m, 
en donde la penetración de la luz solar es 
escasa y debido a que poseen pigmentos 
accesorios pueden absorber y dirigir la 
energía luminosa a las clorofilas verdes a y b. 
Estas son las únicas moléculas que pueden 
convertir energía luminosa en energía 
química, pero no pueden absorber energía en 
el espectro luminoso que llega a esa 
profundidad. En contraste, las algas que viven 
expuestas a energía luminosa alta, poseen 
pigmentos que las protegen del foto-daño y de 
la fotooxidación. Además de vivir en diversos 
ambientes acuáticos y húmedos algunas 
microalgas son tolerantes a un amplio rango 
de temperatura, pH, turbidez, y 
concentraciones de O2 y CO2. 

A través de los años de generar 
conocimiento acerca de la biología de las 
microalgas, surgió gran interés en emplearlas 
para obtener la biomasa para la alimentación 
de  peces,  ganado y  humanos.  Actualmente,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Relación filogenética de los diferentes grupos de organismos que incluyen en la base bacterias, eucariotas 

 y archea. Se puede observar la diversidad de las algas que se encuentran enmarcadas.  

Tomado de http://www.keweenawalgae.mtu.edu/ (agosto 2021). 
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también hay un gran interés en la generación de 
biocombustibles, pigmentos como las 
ficobiliproteínas con colores azules y rojos 
(ficocianina, aloficociana, ficoeritrina) 
carotenoides (caroteno, xantofilas) y almidón y 
almidón florídeo, (polisacárido a-1,4-glucano), 
por citar algunos ejemplos que se describen a 
mayor detalle en otros capítulos de este número 
especial de la revista BioTecnología. En está 
revisión se mencionarán algunas 
consideraciones y de los sistemas mas 
populares para la transformación genética en 
algas. 

Modificación genética de las microalgas 

Debido a su diversidad, la generación 
de microalgas genéticamente modificadas es 
inherente al organismo ya que puede haber una 
gran cantidad de variables que la dificultan. En 
esta breve revisión se hablará de los métodos 
mas comunes y prometedores para conseguir la 
sobrexpresión o la supresión de genes que 
permitan entender con mayor profundidad 
mecanismos de regulación genética, aspectos 
de biología molecular y fisiología en microalgas, 
así como la obtención de productos con interés 
biotecnológico en estos microorganismos. 

Las modificaciones genéticas se utilizan 
en muchas áreas de la investigación científica 
como las levaduras, las bacterias, las algas, las 
plantas y las células de mamíferos. A la 
transferencia del gen deseado, su integración 
estable en el genoma de la célula blanco y a su 
expresión se le conoce como transformación 
genética; a el gen transferido se le conoce como 
"transgén" y a los organismos que se desarrollan 
después de una transferencia genética exitosa 
se les conoce como "transgénicos" (Babaoglu et 
al. 2000). El conocimiento relacionado a la 
modificación genética de microalgas tiene sus 
raíces en la transformación de plantas y como 
las algas forman parte del reino las plantas, las 
técnicas de transformación genética de las 
plantas se han empleado para expresar o 
inactivar genes en las microalgas. 

Conceptualmente, la modificación 
genética de plantas y otros organismos, implica 
la inserción de ADN de otro organismo en el 
genoma del organismo de interés. Por ejemplo, 
insertar un gen que codifica para la enzima 
estilbeno sintasa de la uva en el tomate, para 
permitir la producción del compuesto 
nutracéutico resveratrol en niveles altos en los 
tomates (Giovinazzo et al. 2005). En las plantas, 
se emplean las modificaciones genéticas para 

estudiar el efecto de genes de interés y para 
mejorar los rasgos de las plantas como: el 
rendimiento, la resistencia a enfermedades, la 
tolerancia al estrés y producción de nutrientes. 
Estos conceptos aplican sin duda a la 
transformación de microalgas. 

Sistemas de transformación 

Existen dos sistemas básicos para 
estudiar el efecto de una modificación genética 
en un organismo blanco: la transformación 
transitoria y la estable. Ambos se emplean en 
microalgas. 

 La expresión de un gen de forma 
transitoria en células de plantas u otros 
organismos se puede definir como la producción 
del mARN y consecuentemente, de una 
proteína recombinante durante un período corto 
de tiempo (2-4 días) después de la transferencia 
de un ADN exógeno a las células blanco. La 
expresión es baja tanto en el número de células 
que expresan como en el nivel de la expresión. 
Los métodos de transformación transitoria son 
simples y rápidos y se emplea para contestar el 
efecto de introducir un gen en la célula y para 
probar la efectividad de un vector, de un 
promotor fusionado a un gen reportero. Por 
ejemplo, la transformación transitoria del gen 
reportero de la ß-glucuronidasa (gusA) y la 
viabilidad de las células transformadas se ha 
empleado para determinar las condiciones 
óptimas de transformación, a la que se le 
denominó el índice de eficiencia de 
transformación. Este índice permitió definir las 
condiciones óptimas previas a la selección y 
obtención de transformantes estables en 
Dunaliella tertiolecta facilitando y asegurando 
éxito en la obtención del organismo transgénico 
(Norzagaray-Valenzuela et al. 2018). 

La transformación estable se utiliza 
para la introducción y mantenimiento 
permanente de un gen en una planta, un alga, 
en general en cualquier organismo. El gen de 
interés estará completamente integrado en el 
genoma del hospedero. Igualmente, que, en la 
transformación transitoria, es fundamental el uso 
de marcadores, generalmente antibióticos, para 
una selección adecuada del organismo 
modificado, el cual se expresará de forma 
continúa y también se expresará en 
generaciones posteriores del organismo. 

Este tipo de transformación en algas se 
utiliza para, 1) la investigación de la función de 
los genes a largo plazo, 2) la producción a largo 
plazo de un rasgo genético y 3) la producción de 
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un compuesto a gran escala. En Rathod et al., 
se puede consultar una tabla con información 
histórica acerca de los métodos de 
transformación usados exitosamente en algas 
(Rathod et al. 2017). 

La construcción de vectores y estrategias de 
selección empleados en algas 

Para modificar un gen de interés en un 
alga se requiere del diseño y construcción de un 
vector de clonación. Los vectores de clonación 
son moléculas circulares de ADN 
extracromosomal que se auto replican 
independientemente del ADN que llevan 
insertado y que corresponde al gen se quiere 
introducir y expresar en el hospedero. 

Los vectores para transformar algas se 
construyen típicamente con base en la 
selección de un segmento cromosómico propio 
del organismo de interés. El vector debe llevar: 
1) una región promotora, algunos ejemplos 
de promotores propios de algas son: el 
promotor de la proteína de choque térmico 
(heatshock protein 70, gen hsp70A) (Schroda 
et al. 2000); la región 5ʹ no traducida del gene 
de la subunidad pequeña de la Ribulosa 
Bisfosfato carboxilasa (RuBisCO, gen rbcS2) 
de C. reinhardtii  (Stevens et al. 1996); el 
promotor de la anhidrasa carbonica1 (DCA1) 
de Dunaliella sp. (Li et al. 2010); el promotor de 
la proteína de unión de fucoxantina-clorofila a/c 
(fcp) de una diatomea marina (Apt et al. 1996; 
Miyagawa-Yamaguchi et al. 2011); el promotor 
del gen de la actina1 (PyAct1) de Porphyra 
yezoensis (Hirata et al. 2011) y el de la proteína 
de unión de la violaxantina/clorofila a (VCP) de 
Nannochloropsis sp. (Kilian et al. 2011). 
Recientemente, se reportó que los promotores 
endógenos de los genes hsp90 y epssII de 
Nannochloropsis gaditana regulan 
eficientemente la expresión de la proteína 
reportera mCherry y los proponen como una 
herramienta útil para la expresión de genes de 
interés en esta microalga (Ramarajan M. et al. 
2019). Se han propuesto el uso de promotores 
inducibles químicamente, por ejemplo, con L-
ramnosa (Kelly et al. 2018), L-arabinosa (Cao 
et al. 2017), isopropil β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Nozzi et al. 
2017), y níquel (Santos-Merino et al. 2018), 
para regular la expresión del gen de interés; sin 
embargo, no han resultado atractivos pues 
algunos son costosos y/o presentan 
dificultades para su remoción del producto final. 
En Synechocystis sp. se ha empleado el 
promotor del 

promotor del gen cpcG2, el cual codifica para 
una proteína de unión del ficobilisoma, y tiene 
la virtud de responder a la luz que recibe el 
organismo: la luz verde reprime la expresión 
del gen reportero y la luz roja lo induce (Shono 
et al. 2021). Este sistema brinda la ventaja de 
no utilizan moléculas inductoras difíciles de 
remover o económicamente desfavorables 
para un proceso a escala de producción. 

Importancia del conocimiento de la 
secuencia genómica 

El conocimiento completo de la 
secuencia del genoma es una característica 
relevante para la manipulación genética en las 
algas y otros organismos, ya que permite 
conocer si existe homología de genes de 
diferentes fuentes y sitios de integración 
dentro del genoma. Hasta el momento se han 
secuenciado mas de 120 diferentes algas que 
incluyen fila como Miozoa, Bacillariophyta, 
Chlorophyta, Careohyta, Rodofitas, 
Cryptophyta, Haptophyta, Ochrophyta, 
Glaucofphyta, Rhodophyta, Euglenozoa, y 
Cercozoa (http://www.ncbi.nlm. nih.gov; 
https://www.algaebase.org/). En la tabla 1 se 
muestran una selección de estos proyectos de 
secuenciación genómica de algas con interés 
biotecnológico. También se cuenta con varios 
reportes de análisis de transcriptoma que 
permitirán un diseño adecuado del proyecto 
de transformación con una base de 
informacióngenómica.sólida.(http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/projects/dbEST/;http://amoebidia.
bcm.umontreal).  

Algunos promotores usados en plantas 
y animales se han empleado con éxito 
razonable, en la transformación de algas 
cuando no se cuenta con información de su 
genoma. Por ejemplo, el promotor del virus 
vacuolizante de simio 40 (SV40) se empleó con 
éxito para transformar el alga verde 
Haematococcus pluvialis (Teng et al. 2002). En 
un estudio reportado más recientemente, se 
evaluó la eficiencia de transformación 
transitoria del promotor SV40, el promotor del 
citomegalovirus de humano (CMV) y el del virus 
del mosaico de la coliflor 35S (CaMV 35S), 
usando como gen reportero a la proteína verde 
fluorescente (eGFP), en la clorofita Tetraselmis 
subcordiformis. Interesantemente se obtuvo la 
mejor tasa de transformación con el promotor 
CaMV 35S (Cui et al. 2016). Cuando no se 
tiene información suficiente de la secuencia del 
alga blanco se pueden emplear vectores de 
Escherichia coli. Por ejemplo, la transformación  

https://www.algaebase.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbEST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbEST/
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Escherichia coli. Por ejemplo, la 
transformación exitosa de cepas de las 
microalgas verdes oleaginosas Acutodesmus 
obliquus y Neochloris oleoabundans se logró 
mediante la transferencia de un vector de 
expresión de E. coli y a través del sistema de 
conjugación propio de esta bacteria, y se 
reportó como una herramienta genética 
novedosa, que abre la posibilidad de 
transformación de estas microalgas para la 
obtención de grandes cantidades de 
triacilgliceroles (Muñoz et al. 2019; Muñoz et 
al. 2019). Evidentemente con las facilidades 
actuales de obtención de la secuencia 
genómica se podrán diseñar vectores con 
promotores ad hoc para la transformación 
eficiente de la microalga de interés.  

El vector también debe contener 2) un 
regulador de la transcripción. En los 
vectores de expresión la inclusión de regiones  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5´y 3´ no traducidas impactan positivamente la 

expresión de los genes. Con construcciones 
quiméricas que incluyen el promotor y las 

regiones 5´ y 3´ de los genes codificados en el 

plastoma de C. reinhardtii, atpA, rbcL, psbA, 
psbD y 16sRNA, flanqueando al gen reportero 

gfp se observaron diferentes niveles de 

expresión en cada una de estas 
construcciones y que la región 3´ básicamente 

no afecta estos niveles (Barnes et al. 2005). El 

sitio de unión a ribosoma (Ribosome binding 
site, RBS) también tiene un papel importante 

en la regulación de la transcripción de genes 
de cianobacterias de agua dulce y salada 

(Markley et al. 2015; Wang et al. 2018). 

Una de las aplicaciones biotecnológicas mas 

atractivas y de actualidad, radica en la 
obtención de proteínas de otros organismos 

en microalgas, para lo cual se han obtenido 

mejores resultados con la optimización del uso 

Nombre Filo Tamaño 
(MB) 

Cepa Acceso en NCBI Referencia
s 

Botryococcus braunii Chlorophyta 184.38 Mf 1.05b.01 GCA_000507305 - 

Chlamydomonas 
reinhardtii 

Chlorophyta 120.40 CC-503 cw92 
mt+ 

GCA_000002595 (Barolo et 
al. 2020) 

Chlorella sorokiniana Chlorophyta 58.53 1230 ASM313072v1  - 

Chlorella variabilis Chlorophyta 46.15 NC64A GCA_000147415 - 

Chlorella vulgaris Chlorophyta 39.08 NJ-7 ASM972020v1 - 

Desmodesmus armatus Chlorophyta 116.30 SE107 GCA_007449985 - 

Dunaliella salina Chlorophyta 121.87 CCAP 19/18 GCA_002284615 - 

Euglena gracilis Euglenozoa 1435.52 Z GCA_900893395 - 

Haematococcus pluvialis Chlorophyta 363.77 SAG 192.80 GCA_003970955 - 

Haematococcus sp Chlorophyta 77.83 NG2 ASM433557v1 - 

Nannochloris sp. Chlorophyta 13.74 RS GCA_004335565 - 

Nannochloropsis 
gaditana 

Chlorophyta 33.98 CCMP526 GCA_000240725 - 

Nannochloropsis 
oceanica 

Chlorophyta 29.26 LAMB2011 GCA_004519485 (Brown et 
al. 2019) 

Nannochloropsis oculata Chlorophyta 26.27 CCMP525 GCA_004335455 - 

Porphyridium purpureum Rhodophyta 22.19 CCMP1328 GCA_008690995 - 

Scenedesmus sp. Chlorophyta 151.89 PABB004 GCA_014905635 - 

Volvox carteri Chlorophyta 137.68 Eve GCA_000143455  - 

Tetraselmis striata Chlorophyta 227.90 LANL1001 GCA_006384855  - 

Ulva mutabilis Chlorophyta 98.48 Wild Type GCA_900538255  - 

Ulva prolifera Chlorophyta 87.89 YS-2018 GCA_004138255  - 

 

Tabla 1. Algas con interés biotecnológico de las que se conoce la secuencia genómica. (-) no se ha publicado. 
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de codones de la proteína exógena con el 
propio de la microalga blanco. Tal es el caso 

de la expresión de gen ant1 en el cloroplasto 

de Haematococcus pluvialis para la 
producción de un péptido antimicrobiano 

propio de los peces teleósteos, la piscidina-4 

(Wang et al. 2020). Actualmente, se han 
desarrollado aplicaciones bioinformáticas de 

libre acceso para la optimización del uso 

codones y para determinar RBS. 

En los vectores 3) los genes 
marcadores de la selección forman una 
parte integral de estos y, en términos 
prácticos, son indispensables en el proceso de 
transformación. Como la mayoría de los 
organismos transformados, las células de 
microalgas transformadas se pueden 
diferenciar de las células no trasformadas 
mediante la expresión de genes que codifican 
para proteínas que generan color, 
fluorescencia, permiten complementar una 
auxotrofía o que generan resistencia a un 
antibiótico u otro compuesto químico. 

La expresión de genes que codifica 
para la β-glucuronidasa (gus), la β-
galactosidasa (Lacz) o la proteína fluorescente 
(GFP, mCherry, entre otras), se usan 
cotidianamente como 4) genes reporteros para 
seleccionar colonias trasformadas y estables. 
Una nota importante, debido a que algunas 
algas tienen pigmentos fotosintéticos 
endógenos y otras sustancias fluorescentes se 
requiere un promotor fuerte para inducir la 
expresión de gfp y de esta manera prevenir la 
interferencia del fondo de fluorescencia 
endógeno (Watanabe et al. 2011). 

Los métodos de selección mas 
comúnmente usados se basan en la 
resistencia a antibióticos y marcadores 
metabólicos basados en la generación de 
mutantes auxotróficas. En contraste con las 
plantas superiores, las algas son resistentes a 
la neomicina, la kanamicina, y al cloranfenicol 
(Zienkiewicz et al. 2017), pero son típicamente 
sensible a la cloromicetina, la higromicina y al 
herbicida glufosinato. El uso de gen de la 
resistencia al bialafos (bar), que codifica para 
otro herbicida, se ha empleado exitosamente 
en la generación de vectores y expresión 
transgénica en H. pluvialis (Wang et al. 2020). 

Los avances mas importantes en la 
generación de vectores, la selección de 
promotores, de regiones reguladoras de la 
transcripción y marcadores de selección, se 

han desarrollado en las cianobacterias, 
principalmente y en la microalga modelo C. 
reinhardtii. La información generada se 
encuentra agrupada en una biblioteca de 
herramientas moleculares denominado 
“Golden Gate Molecular Cloning” (MoClo) que 
incluye varios microrganismos con importancia 
biotecnológica (Crozet et al. 2018). MoClo 
contiene la información acerca de la 
generación de vectores y está organizada en 
“bloques” que se pueden usar como guías para 
el diseño y la generación de vectores. Aunque 
esta información se generó a partir de la 
investigación en organismos modelo como las 
cianobacterias, es atractiva para planear 
estrategias similares para algas eucariotas. 

Métodos exitosos para la introducción de 
genes en algas 

Para introducir una secuencia de ADN 
e integrarla en el genoma de la célula huésped, 
se han descritos sistemas no-biológicos que 
incluyen métodos físicos o químicos y sistemas 
biológicos. Con cualquiera de ellos, se desea 
obtener una eficiencia de transformación alta y 
estable. También se debe considerar que el 
sistema de transformación sea económico, 
reproducible, que genere múltiples eventos de 
transformación, y simplicidad técnica, por 
ejemplo, que no requiera el uso de 
protoplastos. Patrones simples de integración y 
un bajo número de copias del gen introducido, 
son factores importantes para minimizar la 
probabilidad de alteración génica no deseada 
en los sitios de inserción o el silenciamiento 
transgénico asociado a múltiples copias. Los 
sistemas mas populares para la transformación 
de algas no biológicos son: la biobalística, la 
electroporación y la transformación mediada 
por partículas de vidrio o de carburo de silicio; 
y biológicos: transformación mediada por 
Agrobacterium, conjugación y transformación 
de protoplastos (Qin et al. 2012)), (Ortiz-
Matamoros, 2018 #40}. 

Biobalística 

Micro proyectiles de tungsteno u oro 
cubiertos con ADN se "disparan" a las células 
de microalgas con un sistema de liberación de 
partículas que acelera los micro proyectiles 
con una ráfaga de gas presurizado. Las 
partículas portadoras de ADN penetran en el 
citoplasma, los orgánulos como cloroplastos y 
mitocondrias y el núcleo, introduciendo, así, el 
transgén al ADN contenido en los orgánulos 
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de la célula blanco. Una de las ventajas de 
este sistema es que atraviesa la pared celular 
y en principio, se pueden transformar 
microalgas recalcitrantes. Alguna de sus 
desventajas de este sistema son el alto costo 
y, que comparado con la transformación 
mediada por A. tumefasciens, puede ser 
menos eficiente. El bombardeo de partículas 
se ha utilizado con éxito para transformar una 
variedad de especies de microalgas, con y sin 
paredes celulares (Rathod et al. 2017). 

Electroporación 

La electroporación consiste en 
provocar un aumento significativo de la 
conductividad eléctrica y afectar la 
permeabilidad de la membrana plasmática 
celular mediante un campo eléctrico aplicado 
externamente. Este método es útil para 
transformar protoplastos y células con 
paredes delgadas y se emplea exitosamente 
para transformar Cyanidioschyzon merolae, 
D. salina, Chlorella vulgaris y C. reinhardtii 
(Rathod et al. 2017). 

Transformación mediada por partículas 
inertes 

Un método económico y menos 
complejo para transformar microalgas se basa 
en el uso de perlas de vidrio inertes. Involucra la 
agitación de una preparación homogénea de las 
células en presencia de las partículas inertes, el 
ADN y polietilenglicol. También se emplean 
“bigotes” de carburo de silicio. Estas partículas 
funcionan, aunque con baja eficiencia, para 
trasformar algas con pared celular gruesa. Se ha 
empleado para transformar los dinoflagelados 
Amphidinium sp. y Symbiodinium 
microadriaticum (Te et al. 1998). 

La transconjugación se ha empleado 
para la transferencia de ADN entre 
cianobacterias y una bacteria, generalmente 
E. coli, por vía directa de célula a célula 
(Tolonen et al. 2006). La transformación de 
protoplastos y polietilenglicol es una 
alternativa cuando hay dificultades para que el 
ADN penetre la pared celular. Sin embargo, la 
generación de protoplastos no es un 
procedimiento sencillo, ya que se requiere del 
establecimiento de las condiciones de las 
enzimas que degradan la pared celular para 
generarlos. Con este método se obtuvo la 
transformación estable del cocolitóforo 
Pleurochrysis carterae (Endo et al. 2016). 

Transformación mediada por 
Agrobacterium 

Agrobacterium es una bacteria 
patógena de plantas que se encuentra en el 
suelo y tiene la capacidad única de transferir 
parte de su propio ADN a las células 
vegetales. En la naturaleza, la transferencia 
del ADN bacteriano provoca una rápida 
división de las células vegetales y el desarrollo 
de un tumor vegetal. La transformación 
mediada por Agrobacterium se emplea 
ampliamente para la transformación genética 
de las plantas (Gelvin 2003). La selección de 
la cepa de Agrobacterium y el uso de D-
glucosa y de la acetosiringona (compuesto 
fenólico atrayente de Agrobacterium que las 
plantas heridas liberan), mejoran la eficiencia 
de transformación de Dunaliella (Srinivasan 
and Gothandam 2016)). Diferentes tipos de 
algas se han transformado utilizando 
Agrobacterium (Rathod et al. 2017; Sproles et 
al. 2021). 

Transformación de protoplastos 

Los protoplastos se han utilizado 
ampliamente como una herramienta 
biotecnológica de transformación. Los 
protoplastos son células vivas que carecen de 
pared celular, básicamente homogéneas y 
totipotenciales. Su aislamiento, transformación 
y regeneración han sido de particular interés 
para el estudio de las algas rojas marinas 
Porphyra y Gracilaria, ya que constituyen una 
fuente importante de alimentación (nori) y para 
la obtención de productos biotecnológicos, en 
países como Japón. Se han reportado 
diferentes protocolos para la obtención de 
protoplastos en microalgas rojas en los que se 
considera el tipo de enzima para degradar la 
pared celular, pH, tiempo, azúcares para el 
equilibrio osmótico y la integridad de los 
protoplastos (Reddy et al. 2010). 

Ingeniería genética del cloroplasto 

La ingeniería genética del cloroplasto 
es una tecnología emergente que se puede 
utilizar para producir proteínas recombinantes 
a escala industrial o con fines medicinales y 
otras nuevas aplicaciones para mejorar las 
cepas de algas silvestres. 

La ingeniería de plastomas (genoma 
del cloroplasto) es una herramienta versátil y 
útil para la expresión transgénica (Siddiqui et 
al. 2020). Los beneficios de la transformación 
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del plastoma comparada con la 
transformación nuclear, incluyen un mayor 
nivel de expresión transgénica, integración a 
través de recombinación homóloga, 
contención del transgén, carencia de 
silenciamiento de genes y defectos de 
posición. Expresar genes exógenos en el 
cloroplasto permite su localización específica 
en el genoma del cloroplasto por 
recombinación homóloga, comparando con la 
transformación nuclear en la que los eventos 
de integración al genoma son aleatorios. 
Estas características impactan en una mayor 
acumulación de las proteínas transgénicas 
cuando se expresan en cloroplastos que 
cuando se encuentra en el ADN nuclear. El 
mejor rendimiento de acumulación de 
proteínas exógenas cuyo transgén se integra 
en el genoma nuclear es de alrededor del 
0.2% de la proteína soluble total (TSP) en 
comparación con casi el 10% de TSP obtenido 
en plástidos (Manuell et al. 2007). Para la 
transformación del plastoma también son 
importantes los sistemas de selección, 
promotores eficientes y las regiones 
reguladoras 5´y 3´ no traducidas flanqueando 
al gen de interés (Yarra 2020). Los 
cloroplastos pueden transformarse con 
múltiples genes en un solo evento, debido a la 
disponibilidad de múltiples sitios de inserción, 
así como a la capacidad de procesar 
policistrones, permitiendo que todo un casete 
de genes se regule por un solo promotor 
(Rymarquis et al. 2006; Larrea-Alvarez and 
Purton 2020). 

El uso de marcadores metabólicos 
para la selección en la transformación del 
cloroplasto basados en enzimas metabólicas 
se considera más amigable con el medio 
ambiente que los antibióticos y los herbicidas 
tradicionalmente usados en la trasformación 
nuclear. Algunos ejemplos de estos 
marcadores incluyen a la mutante de 
Chlamydomonas de la acetilornitina 
aminotrasferasa (síntesis de Arg, ARG9), 
auxotrófica para este aminoácido (Remacle et 
al. 2009). Recientemente, se propuso al gen 
bacteriano de la fosfito oxido reductasa (ptxD), 
que se expresa abundantemente en el 
cloroplasto, pero contiene un codón Trp-Opl 
que le impide expresarse fuera del cloroplasto 
y por lo tanto la expresión del gen de selección 
está contenida en este orgánulo. Este vector 
se ha usado con éxito para producir en algas 
una vacuna contra un virus que afectan peces 
de granja (Changko et al. 2020). En el capítulo 

“El potencial del genoma del cloroplasto de C. 
reinhardtii para la producción de proteínas 
recombinantes” de este número especial de la 
Revista BioTecnología, se describen varios 
ejemplos de transformación mediante 
ingeniería genética del cloroplasto. 

Edición del genoma de las microalgas con 
nucleasas programables 

Los sistemas de nucleasas 
programables (NP) para la edición del ADN, 
se basan en la inducción de una ruptura de la 
doble cadena en un sitio específicamente 
diseñado en el genoma, seguido de la 
reparación de ésta. Estos sistemas están 
dirigidos a escindir una secuencia genómica 
elegida, lo cual es una gran ventaja cuando se 
requieren eliminar secciones precisas en los 
genomas o bien integrar en regiones 
específicas de algún cromosoma información 
genética, además de ser un tipo de edición 
indispensable para trabajos de ingeniería 
metabólica y biología sintética. 

Las principales NP incluyen a las 
nucleasas “proteína de dedo de zinc”, las 
meganucleasas (del inglés ZFN y MN, 
respectivamente), la NP del tipo activador de 
la transcripción (TALEN, por sus siglas en 
inglés), y el sistema de repeticiones 
palindrómicas cortas agrupadas regularmente 
interespaciadas (CRISPR-Cas). El evento de 
escisión inducido por las NP provoca procesos 
de reparación celular que a su vez median la 
modificación eficiente del ADN blanco.  

El sistema ZFN es una endonucleasa 
artificial que consiste en una proteína de dedo 
de zinc (ZFP) fusionada al dominio de escisión 
de la enzima de restricción FokI (Urnov et al. 
2010). Las meganucleasas son 
endonucleasas naturales que se pueden 
modificar para reconocer sitios específicos de 
entre 12 y 30 nucleótidos en el ADN blanco y 
se ha analizado su efectividad en la edición 
del genoma de diatomeas (Huang and 
Daboussi 2017). 

Uno los sistemas más populares 
empleados para la edición mediante NP es la 
del tipo activador de la transcripción (TALEN, 
por sus siglas en inglés). Este sistema está 
constituido por enzimas de restricción 
diseñadas específicamente para cortar 
secuencias de ADN. Se construyen 
fusionando un dominio de unión al ADN 
efector una región activadora de la 
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transcripción TAL (del inglés: transcription 
activator-like), con un dominio de escisión 
del ADN. Los efectores de tipo activador de 
la transcripción (TALE) se pueden diseñar 
para unirse a prácticamente cualquier 
secuencia deseada del ADN, editando en 
ubicaciones específicas y se han reportado 
algunos ejemplos de su uso en algas 
(Razzaq et al. 2019). 

Otro de los sistemas NP con gran 
popularidad actualmente es el sistema 
CRISPR-Cas. Biológicamente hablando, es 
un sistema inmunológico procarionte que 
confiere resistencia contra elementos 
genéticos extraños, como regiones de 
plásmidos y fagos; en los procariontes 
evolucionó para proporcionar una forma de 
inmunidad adquirida. CRISPR (repeticiones 
palindrómicas cortas agrupadas 
regularmente interespaciadas, por sus 
siglas en inglés) es una familia de 
secuencias de ADN que se encuentran en 
los genomas de bacterias y arqueas. Estas 
secuencias se derivan de fragmentos de 
ADN de bacteriófagos que previamente 
habían infectado al procarionte. Se utilizan 
para detectar y destruir el ADN de 
bacteriófagos similares durante infecciones 
posteriores. Cas9 (o "proteína 9 asociada a 
CRISPR") es una enzima que utiliza 
secuencias CRISPR como guía para 
reconocer y escindir cadenas específicas de 
ADN que son complementarias a la 
secuencia CRISPR. Las enzimas Cas9 junto 
con las secuencias CRISPR forman la base 
de una tecnología conocida como CRISPR-
Cas9 que se puede utilizar para editar genes 
dentro de organismos, incluidas las algas 
(Razzaq et al. 2019). 

En el 2013, Sisova et al., 
demostraron la utilidad del sistema ZFN 
para editar los genes del canal de protones 
de apertura por luz de rodopsina (COP3 y 
COP4) de C. reinhardtii (Sizova et al. 2013). 
Más adelante, se demostró que mediante 
las NP MN y TALEN la edición del gen de la 
uridil difosfato (UDP)-glucosa pirofosforilasa 
mejoró la acumulación de lípidos en la 
diatomea Phaeodactylum tricornutum 
(Daboussi et al. 2014). También, en P. 
tricornutum se exploró la edición del gen de 
la uridina monofosfato sintasa (UMP) con 
TALEN,  para  su  uso  como  marcador  de  

selección, pero la eficiencia para la 
obtención de mutantes nulas se consideró 
baja, de alrededor del 16% (Serif et al. 
2018). 

El sistema mas exitoso para la 
edición de genes en microalgas es 
CRISPER/Cas9, sobre todo en C. 
reinhardtii. Sin embargo, se han enfrentado 
varios retos, principalmente evitar el efecto 
citotóxico de la expresión constitutiva de 
Cas9. Con tal fin, se implementaron 
métodos que incluyen su expresión 
transitoria y el uso de homólogos como Cpf1 
(CRISPER/Cpf1) (Ferenczi et al. 2017). La 
eficiencia de transformación obtenida por 
varios grupos empleando diferentes 
estrategias para evitar la toxicidad de Cas9 
va de 3 a 30% dependiendo de la estrategia 
empleada (Razzaq et al. 2019). 

La adaptabilidad del sistema 

CRISPER se ha demostrado en P. 

tricornutum. Optimizando el uso de codones 
de Cas9 de Staphylococcus pyogenes al de 

P. tricornutum, se logró la disrupción del gen 
de la proteína cloroplástica SRP54 

(CpSRP54), con una eficiencia de 

transformación del 30% y sin una aparente 
toxicidad por la expresión de Cas9 para esta 

diatomea (Nymark et al. 2016). Otro ejemplo 

exitoso del uso de CRISPER/Cas es la 
disrupción del gen de la ureasa de 

Thalassiosira pseudonana, otra diatomea, 

con una eficiencia del 60% (Hopes et al. 
2016). El sistema CRISPER también se ha 

empleado para la disrupción del gen de la 

nitrato reductasa de Nannochloropsis 
oceanica, una microalga marina de uso 

biotecnológico para la producción de lípidos, 
sin embargo la eficiencia reportada es de 

apenas el 1% (Wang et al. 2017). 

Interesantemente, se ha desarrollado una 
línea de N. gaditana que produce lípidos 

eficientemente y que expresa 

constitutivamente Cas9 sin intoxicarse. 
Además, su eficiencia de transformación es 

de cerca del 78% (Ajjawi et al. 2017). La 

diferencia en la eficiencia de la edición 
genética de los sistemas NP muy 

probablemente depende de la diversidad de 

este grupo de organismos, por lo tanto, se 
requiere de ingenio y trabajo intenso para 

lograr el impacto biotecnológico deseado. 

 

https://www.google.com/search?rlz=1C5CHFA_enMX953MX953&q=Nannochloropsis+oleaginosa&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwja9--1ycPyAhXgmGoFHUEpDU0QkeECKAB6BAgBEDI
https://www.google.com/search?rlz=1C5CHFA_enMX953MX953&q=Nannochloropsis+oleaginosa&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwja9--1ycPyAhXgmGoFHUEpDU0QkeECKAB6BAgBEDI
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Conclusiones 

En poco mas de una década, los 
avances reportados acerca de la 
transformación de algas son significativos y en 
algunos casos impactantes, no solo por 
investigar el comportamiento básico de estos 
importantes organismos, sino también por la 
generación de herramientas biotecnológicas 
específicas. Como se mencionó al inicio de 
esta revisión, las algas incluyen una gran 
diversidad de organismos, desde 
cianobacterias hasta algas macroscópicas, y 
por lo tanto no hay métodos o sistemas 
generales aplicables para su mejoramiento 
genético. Sin embargo, en estos años, se han 
descrito una serie de “bloques” con los que se 
ha logrado construir vectores con promotores 
regulables, métodos de selección, de 
transformación, la transformación de núcleo o 
cloroplasto y sistemas de edición del genoma 
muy diversos, y métodos mas accesibles para 
estudios de genómica, transcriptómica y 
proteómica. Con todo el desarrollo científico y 
biotecnológico, seguramente en los años por 
venir veremos la generación de tecnología y 
conocimiento básico novedoso para la 
transformación genética de las microalgas. 
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