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DESCRIPCIÓN 
 
Inducción de la floculación en organismos fotosintéticos. 
 
Técnica anterior  5 
 
Las algas son organismos unicelulares que producen oxígeno por fotosíntesis. Un grupo de algas, las microalgas, 
son útiles en aplicaciones biotecnológicas por muchas razones, entre ellas su elevada tasa de proliferación y su 
tolerancia a diversas condiciones ambientales. Se conoce y/o se ha sugerido la utilización de microalgas en diversos 
procesos industriales para productos de importancia comercial. Por ejemplo, las microalgas se aplican en la 10 
producción de complementos alimenticios, productos farmacéuticos, colorantes naturales, fuentes de alimento para 
peces y crustáceos, en el control biológico de plagas agrícolas, la producción de oxígeno y la eliminación de 
nitrógeno, fósforo y sustancias tóxicas en el tratamiento de aguas residuales y controles de contaminación, tales 
como la biodegradación de los plásticos o la absorción de dióxido de carbono. 
 15 
Las microalgas, al igual que otros organismos, contienen lípidos y ácidos grasos como componentes de membrana, 
productos de almacenamiento, metabolitos y fuentes de energía. Se ha descubierto que algunas cepas de algas, 
diatomeas y cianobacterias contienen, proporcionalmente, niveles elevados de lípidos (más del 30%). Las cepas de 
microalgas con un elevado contenido de aceites o lípidos tienen un gran interés en la búsqueda de una materia 
prima sostenible para la producción de biocombustibles. 20 
 
Algunas algas de tipo natural son adecuadas para su utilización en diversas aplicaciones industriales. Sin embargo, 
se conoce que, mediante la modificación de las algas para mejorar determinadas características útiles para las 
aplicaciones anteriormente mencionadas, es más probable que los procesos implicados sean comercialmente 
viables. Con este fin, se pueden desarrollar cepas de algas con características mejoradas con respecto a las cepas 25 
de tipo natural. Esto se ha llevado a cabo mediante técnicas tradicionales de cribado y de mutación y selección. 
Además, se han propuesto ampliamente tecnologías de ADN recombinante. Estos enfoques pueden aumentar la 
viabilidad económica de la producción de productos de valor comercial. 
 
Para la producción de algunos productos comerciales de interés se pueden cultivar los organismos productores de 30 
los productos en medios líquidos. A veces resulta beneficioso eliminar los organismos de dichos medios líquidos. Un 
método de eliminación de los organismos consiste en flocularlos o agregarlos para facilitar su eliminación. Los 
floculantes o agentes floculantes potencian la floculación, provocando la agregación de los coloides y otras 
partículas en suspensión (por ejemplo, las células) presentes en los líquidos, formando de este modo un flóculo. Los 
floculantes se utilizan en los procesos de tratamiento de aguas para mejorar la sedimentación de las partículas 35 
pequeñas. Por ejemplo, se puede utilizar un floculante en la filtración de agua de piscina o de agua potable a fin de 
facilitar la eliminación de las partículas microscópicas que, de otro modo, provocarían que el agua fuera turbia y 
serían difíciles de eliminar únicamente por filtración. 
 
Muchos floculantes son cationes multivalentes, tales como aluminio, hierro, calcio o magnesio. Estas moléculas de 40 
carga positiva interactúan con las partículas y moléculas de carga negativa y reducen las barreras a la agregación. 
Además, muchas de estas sustancias químicas, a un pH adecuado y en otras condiciones adecuadas, tales como 
de temperatura y salinidad, reaccionan con el agua y forman hidróxidos insolubles que, al precipitar, se unen y dan 
lugar a largas cadenas o mallas, atrapando físicamente las partículas pequeñas en dicho flóculo de gran tamaño. 
 45 
Se conoce la floculación de microalgas mediante la utilización de floculantes químicos. Las empresas que se 
dedican a la producción de floculantes fabrican y comercializan floculantes poliméricos de cadena larga, tales como 
poliacrilamidas modificadas. Éstos se pueden presentar en forma seca o líquida para su utilización en el proceso de 
floculación. La poliacrilamida líquida más común, por ejemplo, se suministra en forma de emulsión con un 10-40% 
de ingredientes activos, y el resto es líquido portador, tensioactivos y látex. 50 
 
Sin embargo, la utilización de floculantes químicos tiene diversas desventajas. Por ejemplo, su utilización en el 
tratamiento de aguas et al procesos exige la eliminación posterior de los floculantes. La adición y la eliminación de 
los floculantes agrava los costes de la producción comercial del producto de interés, disminuyendo de este modo la 
viabilidad económica de la producción. 55 
 
Sumario  
 
Un aspecto de la presente memoria da a conocer vectores que comprenden un ácido nucleico que codifica una 
fracción de floculación y un elemento regulador unido para expresar la fracción de floculación en el núcleo de un 60 
organismo fotosintético. Las fracciones de floculación que se utilizan en la presente invención pueden comprender 
proteínas de unión a hidratos de carbono, anticuerpos que se unen a un antígeno de superficie celular de C. 
reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta o H. pluvialis, lectina, proteína FhuA, proteína pb5 u otras proteínas que forman 
un fuerte emparejamiento proteína-proteína que provoca la floculación de las microalgas. Los elementos reguladores 
que se utilizan en los vectores pueden comprender un promotor constitutivo, un promotor inducible mediante luz, un 65 
promotor sensible al quórum, un promotor sensible a la temperatura o un promotor sensible a la deficiencia de 
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nitrógeno. Los vectores que se dan a conocer en el presente documento también pueden contener ácidos nucleicos 
capaces de dirigir la fracción de floculación hacia la superficie celular y anclar una parte de la fracción de floculación, 
de modo que se mantenga fuertemente unida sobre la superficie celular. Los vectores se utilizan para transformar 
organismos fotosintéticos no vasculares, tales como las microalgas, para su floculación. En determinados casos, la 
fracción de anclaje puede ser opcional, ya que la secreción de la fracción de floculación en el cultivo, dependiendo 5 
de la propiedad de la fracción de floculación, es el método preferible para la floculación. 
 
Otro aspecto da a conocer procedimientos de floculación que utilizan organismos fotosintéticos no vasculares. Entre 
los ejemplos de organismos fotosintéticos no vasculares se incluyen C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. 
dimorphus o H. pluvialis. Los métodos de floculación pueden comprender la creación de dos organismos 10 
fotosintéticos claramente diferentes mediante la transformación con diferentes fracciones de floculación y la 
provocación de la floculación al permitir que las dos fracciones de floculación interactúen entre sí. Entre los ejemplos 
de fracciones de floculación se incluyen la interacción proteína-proteína entre FhuA y pb5, las interacciones entre 
aglutininas específicas del tipo de apareamiento, un emparejamiento anticuerpo-antígeno y otras proteínas capaces 
de reconocerse entre sí como pareja y formar un complejo proteína-proteína estable. Entre los ejemplos de métodos 15 
para la inducción de la floculación de los organismos fotosintéticos no vasculares se encuentran la variación de las 
condiciones de luz, la densidad del cultivo, la temperatura del cultivo o la disponibilidad de los nutrientes; la adición 
de lectina, proteínas, metales pesados, floculantes catiónicos o químicos al cultivo; o la fijación de los agentes de 
floculación mencionados anteriormente a un soporte sólido. 
 20 
Otro aspecto da a conocer procedimientos para reciclar el líquido de cultivo de un medio líquido. Los organismos 
fotosintéticos no vasculares se pueden cultivar en medios con medios definidos conocidos en la técnica, tales como 
medio M min-70 o medio TAP. Con frecuencia, tras la floculación es posible y económicamente beneficioso reciclar 
la parte líquida del cultivo. En la presente memoria se dan a conocer procedimientos para permitir el reciclaje del 
líquido, entre los cuales se incluye el cultivo de microorganismos que codifican una fracción de floculación; poner en 25 
contacto el organismo con una facción de floculación y, de este modo, flocular el organismo; y la eliminación del 
microorganismo agregado del medio líquido. 
 
Un aspecto particular da a conocer un procedimiento de floculación de un organismo fotosintético no vascular, que 
comprende expresar un ácido nucleico exógeno que codifica una primera fracción de floculación en la superficie 30 
exterior de un organismo fotosintético no vascular y poner en contacto dicho organismo con una segunda fracción de 
floculación. El organismo puede ser un miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o 
Hematococcus, por ejemplo, C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis, aunque se pueden 
utilizar miembros de otros géneros. La primera fracción de floculación puede ser una proteína de unión a hidratos de 
carbono, tal como una lectina, y en particular una lectina de tipo C. Otros ejemplos no limitantes de proteínas de 35 
unión a hidratos de carbono son DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-
selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2, 
sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11 
y galectinas. En otras formas de realización, la primera fracción de floculación puede ser un anticuerpo univalente, 
multivalente o polivalente, por ejemplo un anticuerpo scFv, que se une a un antígeno de la superficie de un 40 
organismo de interés. Entre los ejemplos de dichos organismos se incluyen miembros de los géneros 
Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, tal como C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. 
dimorphus o H. pluvialis. Algunas formas de realización pueden incluir además la utilización de una segunda fracción 
de floculación. La segunda fracción de floculación puede encontrarse en la superficie de un soporte sólido o en la 
superficie de un segundo organismo, que puede ser o no un organismo fotosintético no vascular. Cuando la segunda 45 
fracción de floculación se expresa en la superficie de un segundo organismo, la segunda fracción de floculación 
puede ser de origen natural o puede ser el resultado de la expresión de una secuencia de nucleótidos exógena. En 
algunas formas de realización, el primer y el segundo organismos son de la misma especie, mientras que en otras, 
el primero y el segundo organismos son de cepas diferentes, géneros diferentes o reinos diferentes. Por ejemplo, en 
una forma de realización, el primer y el segundo organismos son algas, mientras que, en otra forma de realización, 50 
un organismo es un alga y el otro es una bacteria o una levadura. Cuando la segunda fracción de floculación se 
encuentra en la superficie de un segundo organismo o soporte sólido, el procedimiento comprende además la 
combinación del primer organismo con el segundo organismo, con el soporte sólido o con ambos. 
 
Otro aspecto da a conocer un organismo fotosintético no vascular que comprende una proteína exógena en la 55 
superficie celular externa del organismo, tal como la membrana celular o pared celular; comprendiendo dicha 
proteína exógena un miembro de una pareja de unión. La proteína exógena puede ser un anticuerpo, tal como un 
anticuerpo de fragmentos variables monocatenarios (scFv) o una proteína de unión a hidratos de carbono, tal como 
una lectina, por ejemplo, una lectina de tipo C. En otras formas de realización, la proteína exógena es un antígeno 
que es la diana de un anticuerpo y, en una forma de realización, un anticuerpo específico para ese antígeno. En 60 
algunas formas de realización, la proteína exógena es una proteína de fusión o quimérica en la que parte de la 
proteína sirve para anclarla a la superficie celular. El organismo fotosintético no vascular puede ser un alga, por 
ejemplo, un alga verde, más particularmente un miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus 
o Hematococcus, y más particularmente uno de entre C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. 
pluvialis. En una forma de realización, el organismo fotosintético no vascular es un halófilo, tal como D. salina o D. 65 
tertiolecta. En otras formas de realización, la proteína de unión a hidratos de carbono es, como mínimo, una de entre 
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DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-
205, Endo 180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2, sialoadhesina (siglec-1), 2, siglec-3, siglec-4, siglec-
5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11 y galectinas. 
 
Otro aspecto da a conocer un procedimiento de floculación que comprende la transformación de un primer 5 
organismo fotosintético no vascular con un ácido nucleico que codifica una primera fracción de floculación, la 
transformación de un segundo organismo, que puede ser o no un organismo fotosintético no vascular, con un ácido 
nucleico que codifica una segunda fracción de floculación o una proteína necesaria para la producción de una 
segunda fracción de floculación que interactúa con la primera fracción de floculación, expresándose la primera y la 
segunda fracciones de floculación y poniéndolas en contacto, de modo que se produzca la floculación. Los dos 10 
organismos pueden ser del mismo género o de géneros diferentes, de la misma especie o de especies diferentes, o 
del mismo reino o de reinos diferentes. Por ejemplo, los organismos pueden ser de la misma especie de alga, de 
diferentes especies de algas, o un alga y una bacteria o levadura. El primer organismo, el segundo organismo o 
ambos pueden ser miembros de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, de modo 
que uno o ambos organismos pueden ser C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. La 15 
primera o la segunda fracciones de floculación pueden ser anticuerpos, proteínas de unión a hidratos de carbono o 
aglutininas específicas del tipo de apareamiento. 
 
Otro aspecto da a conocer un vector que comprende un ácido nucleico aislado que codifica una fracción de 
floculación, un elemento regulador para la expresión de la fracción de floculación en el organismo fotosintético, por 20 
ejemplo en el núcleo, y un elemento de direccionamiento que permite que la fracción de floculación se dirija a la 
superficie del organismo o sea secretada por el mismo. La fracción de floculación puede ser un anticuerpo o 
cualquiera de las proteínas de unión a hidratos de carbono descritas en el presente documento. Entre los ejemplos 
específicos de fracciones de floculación se incluyen anticuerpos, lectinas, la proteína FhuA y la proteína pb5. 
Cuando el ácido nucleico codifica un anticuerpo, puede ser un anticuerpo a un antígeno de la superficie de un 25 
miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, por ejemplo, C. reinhardtii, D. 
salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. En algunas formas de realización, el vector comprende además un 
ácido nucleico que codifica un elemento de anclaje que ancla la fracción de floculación a la superficie del organismo. 
 
Otro aspecto da a conocer una célula hospedadora que comprende cualquiera de los vectores anteriores. La célula 30 
hospedadora puede ser o no un organismo fotosintético no vascular. En algunas formas de realización, la célula 
hospedadora es un miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, por 
ejemplo C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. En otra forma de realización, la célula 
hospedadora es una bacteria o una levadura. 
 35 
Otro aspecto da a conocer un procedimiento para el reciclaje de líquido, tal como agua o un medio de cultivo a base 
de agua, que comprende cultivar un organismo fotosintético no vascular, que comprende un ácido nucleico exógeno 
que codifica una fracción de floculación en un medio líquido, poner en contacto el organismo con una segunda 
fracción de floculación que se une directa o indirectamente a la primera fracción de floculación, provocando la 
floculación del organismo y separando, como mínimo, una parte del líquido del medio líquido del organismo. La 40 
primera y la segunda fracciones de floculación pueden ser cualquiera de las fracciones descritas en el presente 
documento, entre las cuales se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, anticuerpos, proteínas de unión a 
hidratos de carbono, hidratos de carbono, floculantes de metales pesados, floculantes químicos, floculantes 
catiónicos y aglutininas de tipo de apareamiento. La segunda fracción de floculación puede estar unida a la 
superficie de un segundo organismo, que puede ser o no un organismo fotosintético no vascular, o puede estar 45 
unida a un soporte sólido. 
 
Otro aspecto da a conocer un procedimiento de floculación de un organismo fotosintético no vascular, que 
comprende poner en contacto dicho organismo fotosintético no vascular con un segundo organismo, que comprende 
un ácido nucleico exógeno que codifica un anticuerpo que se une a un antígeno de la superficie del organismo 50 
fotosintético no vascular, provocando de este modo su floculación. En una forma de realización, el anticuerpo se 
expresa en la superficie del segundo organismo. En otra forma de realización, el anticuerpo es un anticuerpo de 
fragmentos variables monocatenarios (scFv). En otra forma de realización, el ácido nucleico exógeno codifica una 
proteína de fusión o quimérica que comprende el anticuerpo y un componente de anclaje que ancla el anticuerpo a 
la superficie externa de la membrana celular o pared celular del segundo organismo. En una forma de realización, el 55 
segundo organismo es una bacteria, mientras que en otra forma de realización, el segundo organismo es una 
levadura. El organismo fotosintético no vascular puede ser un alga verde, por ejemplo un miembro de los géneros 
Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, y más particularmente C. reinhardtii, D. salina, D. 
tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. 
 60 
Otro aspecto da a conocer un procedimiento de floculación de un organismo fotosintético no vascular, que 
comprende poner en contacto dicho organismo fotosintético no vascular con un segundo organismo, que comprende 
un ácido nucleico exógeno que codifica una fracción de floculación que se une a un componente de superficie de 
dicho organismo fotosintético no vascular, provocando de este modo la floculación de dicho organismo fotosintético 
no vascular. La fracción de floculación puede ser secretada por el segundo organismo, estar expresada en su 65 
superficie, o ambos. El segundo organismo puede ser una levadura, una bacteria, un alga no fotosintética o un alga 
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fotosintética. En algunas formas de realización, el segundo organismo es E. coli o P. pastoris. La proteína de unión a 
hidratos de carbono puede ser, como mínimo, un miembro seleccionado dentro del grupo que comprende DC-SIGN, 
dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 
180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2, sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, 
siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11 y galectinas. En algunas formas de realización, la proteína 5 
de unión a hidratos de carbono es una lectina, por ejemplo, una lectina de tipo C. 
 
En cualquiera de las formas de realización descritas en la presente memoria, un ácido nucleico exógeno que codifica 
una fracción de floculación, por ejemplo, un anticuerpo o una proteína de unión a hidratos de carbono, puede 
comprender además uno o más elementos reguladores, tales como un promotor. Los promotores pueden ser 10 
constitutivos o inducibles. Entre los promotores inducibles se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, 
promotores inducibles mediante luz, promotores sensibles al quórum, promotores sensibles a la temperatura o 
promotores sensibles al nitrógeno. 
 
Debe apreciarse que, a menos que se indique lo contrario, cuando se hace referencia a la expresión o la presencia 15 
de una fracción de floculación en la superficie de un organismo o soporte sólido, la misma se refiere a la superficie 
exterior del organismo o soporte sólido, que es la superficie encarada al entorno en el que está presente el 
organismo que se pretende flocular. 
 
Breve descripción de los dibujos  20 
 
Las nuevas características de la presente invención se describen con detalle en las reivindicaciones adjuntas. Se 
puede tener una mejor comprensión de las características y ventajas de la presente invención a partir de la siguiente 
descripción detallada, que expone formas de realización ilustrativas en las que se utilizan los principios de la 
presente invención, y a partir de los dibujos adjuntos, en los que: 25 
 

La figura 1 ilustra diversos constructos utilizados en la presente descripción. 
 
La figura 2 es un diagrama de flujo de floculación mediante lectina. “Perform Q.C.”: llevar a cabo el control de 
calidad (QC) del cultivo a gran escala, incluyendo la tasa de proliferación, el pH del medio y el cribado para 30 
detectar contaminación de la cepa. “N”: flujo de trabajo alternativo en caso de condiciones insatisfactorias para 
avanzar hacia la siguiente etapa. 
 
La figura 3 es un diagrama de flujo de floculación inducida por un anticuerpo anti-Fus1. 
 35 
La figura 4 es un diagrama de flujo de floculación inducida por la expresión de FhuA y pb5. 
 
La figura 5 es un diagrama de flujo de floculación inducida por genes regulados por deficiencia de nitrógeno en 
Chlamydomonas reinhardtii modificada genéticamente. 
 40 
La figura 6 muestra la actividad de lectinas recombinantes producidas en E. coli. A-D son Chlamydomonas 
reinhardtii, siendo A y C controles negativos y estando B y D en presencia de lectinas conjugadas con FITC de H. 
pomatia y T. vulgaris, respectivamente. E-H son Scenedesmus dimorphus, siendo E y G controles negativos y 
estando F y H en presencia de lectinas conjugadas con FITC de H. pomatia y T. vulgaris, respectivamente. 
 45 
La figura 7 muestra la inserción de una proteína de fusión de LppOmpA-lectina en la membrana celular de E. coli. 
 
La figura 8 muestra el efecto de una proteína de fusión de lectina de L. culinaris y β-autotransportador sobre la 
sedimentación de S. dimorphus. 
 50 
La figura 9 muestra una transferencia Western que indica la correcta inserción de una fusión LppOmpA-scFv5 en 
la membrana plasmática de E. coli. 
 
La figura 10 muestra una transferencia Western de lectinas secretadas en Pichia pastoris. Los ejemplos 
representativos marcados como 1 (lectina de H. pomatia) y 2 (lectina de L. culinaris) muestran la secreción de 55 
proteínas al medio de crecimiento. 
 
La figura 11 muestra la expresión de proteínas de fusión de lectina y supercóntigo en P. pastoris: (1) PirIb-lectina 
de H. pomatia, (2) Pir1b-lectina de L. culinaris y (3) PirIa-lectina de T. vulgaris. 
 60 
La figura 12 muestra la inserción de una proteína de fusión Pirla-lectina en la membrana de P. pastoris. 
 
La figura 13 muestra la expresión de fusiones Fas1-lectina. Banda 1: Fas1-lectina de L. culinaris; Banda 2: FasI-
lectina truncada L. culinaris; Banda 3: Fas1-lectina de E. cristagalli. 
 65 
La figura 14 muestra una transferencia Western que describe la localización subcelular de proteínas de fusión 
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Fas1-lectina. WT: 21gr; Control: Enzima citosólica: 1: fusión Fas1-lectina de L. culinaris; 2: fusión Fas1-lectina 
truncada de L. culinaris; 3: fusión Fas1-lectina de E. cristagalli. 
 
La figura 15 muestra el efecto de la presencia del constructo de proteína de fusión Fas1-lectina de T. vulgaris en 
la sedimentación. 5 
 
La figura 16 muestra la expresión de células enteras de proteínas GP1-lectina en C. reinhardtii. 1: fusión GP1-
lectina de H. pomatia; 2: fusión GP1-lectina truncada de L. culinaris. 
 
La figura 17 muestra una transferencia Western que describe la localización subcelular de proteínas de fusión 10 
GP1-lectina. WT: 21gr; Control: Enzima citosólica; GP1-lectina de H. pomatia. 
 
La figura 18 muestra el efecto de la presencia del constructo GP1-lectina de H. pomatia en la sedimentación. 
 
La figura 19 muestra una transferencia Western que indica la expresión de una proteína de fusión scFv5-Fas1 en 15 
C. reinhardtii. 1: La proteína de fusión se muestra aquí. La banda superior es la fusión intacta residual con la 
proteína de bleomicina. 
 
La figura 20 muestra una transferencia Western que describe la localización subcelular de proteínas de fusión 
Fas1. WT: 21gr; Control: Enzima citosólica; fusión scFv5-Fas1. Hay una proteína scFv5-Fas1 que se localiza en 20 
la fracción de membrana. (flecha). 
 
La figura 21 muestra la expresión inducida por NO3 de lectina de H. pomatia en C. reinhardtii. Carril 1: Tiempo 0, 
TAP; Carril 2: Tiempo 12 horas, TAP; Carril 3: Tiempo 24 horas, TAP; Carril 4: Tiempo 12 horas, TAP - NH4Cl + 
KNO3 7,4 mM; Carril 5: Tiempo 24 horas, TAP - NH4Cl + KNO3 7,4 mM; Carril 6: Control. 25 
 
La figura 22 muestra la floculación de dos cepas de C. reinhardtii tras someterse a privación de nitrógeno. 
 
La figura 23 muestra la floculación de dos cepas de C. reinhardtii tras someterse a minimización de nitrógeno. 
 30 

Descripción detallada  
 
La presente memoria da a conocer nuevos enfoques para iniciar la floculación en organismos fotosintéticos, y 
particularmente en organismos fotosintéticos no vasculares (NVPO). El cultivo de organismos fotosintéticos, 
particularmente organismos unicelulares como microalgas o cianobacterias, con fines industriales o agrícolas implica 35 
a menudo la recolección de las células de los organismos en medios líquidos. Actualmente, gran parte de esta 
recolección se lleva a cabo por centrifugación, procesamiento en prensa de correa, adición de floculantes químicos 
al medio líquido, o una combinación de métodos. Los métodos tradicionales de floculación pueden comportar costes 
adicionales (por ejemplo, el coste del floculante, el de la eliminación del floculante del líquido y/o los organismos, 
etc.) et al problemas (por ejemplo, la contaminación, la purificación del producto, etc.). La presente memoria da a 40 
conocer composiciones novedosas, células hospedadoras y métodos para la floculación de organismos 
fotosintéticos que pueden superar los inconvenientes de las metodologías tradicionales de floculación. 
 
La presente memoria aprovecha las fuertes interacciones moleculares entre moléculas diferentes, por ejemplo, 
anticuerpos y antígenos, proteínas e hidratos de carbono, parejas de unión proteína-proteína, etc. Se pueden utilizar 45 
parejas de floculación (dos complejos de componentes) o complejos de floculación (más de dos complejos de 
componentes). En algunos casos, un miembro de una pareja de floculación o complejo se expresa de forma natural 
en el organismo que se flocula, pero el nivel de producción se puede aumentar genéticamente. En otros casos, un 
miembro de una pareja de floculación o complejo se puede expresar de forma recombinante en el organismo que se 
debe flocular. A continuación, el organismo se pone en contacto con la segunda (y/o subsiguiente) fracción de 50 
floculación a fin de inducir la floculación. Las segundas o subsiguientes fracciones de floculación se pueden añadir 
extrínsecamente (por ejemplo, sobre una fase sólida, tal como una bola o un tamiz), expresarse en un organismo 
separado (que puede ser de la misma especie que el primer organismo o de especies diferentes) que a continuación 
se pone en contacto con el primer organismo, o expresarse en el mismo organismo (por ejemplo, bajo el control de 
un elemento regulador inducible). 55 
 
Uno de los enfoques que se aplican comprende la manipulación genética de un organismo fotosintético (por ejemplo, 
un NVPO) para expresar una o más fracciones de floculación. La manipulación genética puede comprender la 
transformación transitoria o integradora de un organismo fotosintético (por ejemplo, Chlamydomonas reinhardtii, 
Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta, Scenedesmus dimorphus, Hematococcus pluvialis) o un organismo no 60 
fotosintético (por ejemplo, E. coli) con un ácido nucleico que codifica una fracción de floculación. En algunos casos, 
la fracción de floculación es una proteína capaz de unirse a otra proteína, un hidrato de carbono u otra molécula de 
interés. Por ejemplo, la C. reinhardtii se puede transformar con un gen que codifica una proteína de superficie celular 
de C. reinhardtii fusionada a un anticuerpo, de modo que la expresión del anticuerpo en la superficie de la célula 
provocará la floculación de las células transformadas o cualquier otro organismo diana. Se han producido 65 
anticuerpos en cloroplastos de C. reinhardtii, pero esta expresión no produce anticuerpo en la superficie celular. 
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Véase, por ejemplo, Mayfield et al, PNAS 100(2):438-42 (2003). Alternativamente, el anticuerpo se puede expresar 
en la superficie de un organismo no fotosintético. En una forma de realización, el organismo no fotosintético es un 
procariota, tal como una bacteria. En otra forma de realización, el organismo no fotosintético es un eucariota, por 
ejemplo, un hongo, y más particularmente una levadura. A continuación, los anticuerpos de superficie celular 
presentes en la superficie del organismo no fotosintético se unen a múltiples organismos fotosintéticos, lo que da 5 
lugar a la floculación. 
 
Células hospedadoras 
 
La presente memoria también comprende una célula hospedadora transformada con uno o más de los ácidos 10 
nucleicos descritos en la presente memoria. En algunas formas de realización, la célula hospedadora es 
fotosintética. En algunos casos, la célula hospedadora es fotosintética y no vascular. En otros casos, la célula 
hospedadora es fotosintética y vascular. En otros casos, la célula hospedadora es no fotosintética. La célula 
hospedadora puede ser eucariota o procariota. Algunas células hospedadoras se pueden transformar con múltiples 
genes que codifican una o más fracciones de floculación. Por ejemplo, una sola célula transformada puede contener 15 
ácidos nucleicos exógenos que codifican uno, dos, tres o más proteínas o subunidades de las mismas. Por ejemplo, 
un alga como C. reinhardtii, una bacteria como E. coli o una cianobacteria, o una levadura, como Pichia pastoris, se 
puede transformar con un gen que codifica un anticuerpo que reconoce una proteína de superficie celular del 
organismo que se debe flocular, produciéndose el anticuerpo como proteína de fusión o como dos o más 
subunidades que se ensamblan internamente. El organismo que se pretende flocular puede ser el mismo que el 20 
organismo que expresa la proteína de superficie u otro diferente. Los constructos pueden contener múltiples copias 
del mismo gen, y/o múltiples genes que codifican la misma proteína, y/o múltiples genes con mutaciones en una o 
más partes de las secuencias de codificación. 
 
La célula hospedadora se transfecta con un vector descrito en la presente memoria (por ejemplo, un vector que 25 
comprende uno o más genes que codifican fracciones de floculación). El vector puede contener un promotor de 
plastidios o un promotor nuclear para transformar el núcleo o un cloroplasto u otro plastidio de la célula 
hospedadora. El vector también puede codificar una proteína de fusión o agente que dirige selectivamente el 
producto del vector al núcleo o el cloroplasto u otro plastidio. La transfección de una célula hospedadora se puede 
llevar a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica. 30 
 
Un organismo hospedador es un organismo que comprende una célula hospedadora. En algunas formas de 
realización, el organismo hospedador es fotosintético. Un organismo fotosintético es un organismo que fotosintetiza 
de forma natural (tiene un plastidio) o que se modifica por ingeniería genética o de otro modo para que sea 
fotosintético. En algunos casos, el organismo fotosintético se puede transformar con un constructo que hace que 35 
todo o parte del aparato fotosintético sea inoperable. En algunos casos, es no vascular y fotosintético. La célula 
hospedadora puede ser procariota. Algunos ejemplos de organismos procariotas fotosintéticos según la presente 
invención son, aunque no se limitan a los mismos, las cianobacterias (por ejemplo, Synechococcues, Synechocystis, 
Athrospira). El organismo hospedador puede ser unicelular o pluricelular. En diversas formas de realización, el 
organismo hospedador es eucariota (por ejemplo, un alga verde). Entre los ejemplos de organismos contemplados 40 
en el presente documento se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, rodófitas, clorófitas, heterocontófitas, 
tribófitos,  glaucofitas, cloraracniofitas, euglenoides, haptófitas, criptomonas, dinoflagelados y fitoplancton. En otras 
formas de realización, el organismo hospedador es no fotosintético. Entre los organismos hospedadores no 
fotosintéticos se incluyen las bacterias y las levaduras. Se pueden encontrar ejemplos de organismos hospedadores 
bacterianos adecuados en el filo proteobacterias y entre ellos se incluye, aunque no se limita a la misma, la 45 
Escherichia coli. Se pueden encontrar ejemplos de organismos de tipo levadura adecuados en el filo Ascomycota, y 
entre los mismos se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae. 
 
Se puede cultivar un organismo hospedador en condiciones que permitan la fotosíntesis, pero no es necesario (por 
ejemplo, se puede cultivar en ausencia de luz). En algunos casos, el organismo hospedador puede estar modificado 50 
genéticamente, de modo que su capacidad fotosintética esté disminuida y/o destruida. En condiciones de cultivo en 
las que un organismo hospedador no sea capaz de realizar la fotosíntesis (por ejemplo, debido a la ausencia de luz 
y/o por una modificación genética), generalmente se proporcionan al organismo los nutrientes necesarios para su 
crecimiento en ausencia de fotosíntesis. Por ejemplo, un medio de cultivo en el cual (o sobre el cual) se cultiva un 
organismo se puede complementar con cualquier nutriente necesario, incluidas una fuente orgánica de carbono, una 55 
fuente de nitrógeno, una fuente de fósforo, vitaminas, metales, lípidos, ácidos nucleicos, micronutrientes o un 
requisito específico del organismo. Entre las fuentes orgánicas de carbono se incluye cualquier fuente de carbono 
que el organismo hospedador sea capaz de metabolizar, entre las cuales, aunque sin limitarse a las mismas, 
acetato, hidratos de carbono simples (por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa), hidratos de carbono complejos (por 
ejemplo, almidón, glucógeno), proteínas y lípidos. El experto en la materia sabe que no todos los organismos son 60 
capaces de metabolizar suficientemente un determinado nutriente, y que las mezclas de nutrientes pueden tenerse 
que modificar de un organismo a otro con el fin de proporcionar la mezcla de nutrientes adecuada. 
 
El organismo hospedador se puede cultivar en tierra, por ejemplo en estanques, acueductos o vertederos, o en 
sistemas biorreactores cerrados o parcialmente cerrados. Los organismos hospedadores también se pueden cultivar 65 
directamente en agua, por ejemplo, en océanos, mares, lagos, ríos, embalses, etc. En las formas de realización en 
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las que se cultivan algas en masa, éstas se pueden cultivar en fotobiorreactores de alta densidad. En la técnica se 
conocen métodos de cultivo de algas en masa. Por ejemplo, se pueden cultivar en fotobiorreactores de alta densidad 
(véase, por ejemplo, Lee et al, Biotech. Bioengineering 44:1161-1167, 1994) et al biorreactores (como los utilizados 
en el tratamiento de aguas de desecho y residuales) (por ejemplo, Sawayama et al, Appl. Micro. Biotech., 41:729-
731, 1994). Además, se pueden cultivar algas en masa para eliminar metales pesados (por ejemplo, Wilkinson, 5 
Biotech. Letters, 11:861-864, 1989), hidrógeno (por ejemplo, publicación de solicitud de patente de Estados Unidos 
20030162273) y compuestos farmacéuticos. 
 
Un grupo ilustrativo de organismos son las algas verdes. Un ejemplo, las Chlamydomonas, son un género de algas 
verdes unicelulares (Chlorophyta). Estas algas se encuentran en el suelo, en aguas frescas, océanos, e incluso en la 10 
nieve de las cumbres. La algas de este género presentan una pared celular, un cloroplasto y dos flagelos anteriores 
que le dan movilidad en entornos líquidos. Se han descrito más de 500 especies diferentes de Chlamydomonas. 
 
La especie más utilizada en laboratorios es la C. reinhardtii. Las células de esta especie son haploides y pueden 
crecer en un medio sencillo de sales inorgánicas, utilizando la fotosíntesis para obtener energía. También pueden 15 
crecer en la oscuridad total si se proporciona acetato como fuente de carbono. Cuando se las priva de nitrógeno, las 
células de C. reinhardtii pueden diferenciarse en isogametos. Existen dos tipos de apareamiento, llamados mt+ y mt-
. Éstos se fusionan sexualmente, generando un cigoto de pared gruesa que forma una pared exterior dura que lo 
protege de las diversas condiciones del entorno. La expresión controlada de aglutininas de tipo de apareamiento se 
puede utilizar para facilitar la floculación. Cuando se vuelve a colocar en un medio de cultivo con nitrógeno y en 20 
presencia de luz y agua, la cigospora diploide sufre meiosis y libera cuatro células haploides que retoman el ciclo de 
vida vegetativa. En el crecimiento mitótico, las células se duplican cada ocho horas. Las células de C. reinhardtii 
pueden crecer en una amplia gama de condiciones. Aunque un espacio protegido y con control de la temperatura 
puede dar lugar a un crecimiento óptimo, la C. reinhardtii se puede cultivar fácilmente a temperatura ambiente bajo 
luces fluorescentes estándar. Las células se pueden sincronizar sometiéndolas a un ciclo de luz y oscuridad y 25 
privándolas de acetato. 
 
La genética nuclear de la C. reinhardtii se conoce bien. Se han caracterizado un gran número de mutantes y el 
centro de investigación de la C. reinhardtii (www.chlamy.org) mantiene una extensa colección de mutantes y de 
secuencias genómicas anotadas de la especie Chlamydomonas. Se han desarrollado un gran número de mutantes 30 
de cloroplastos, así como varios mutantes mitocondriales, en la C. reinhardtii. 
 
En la presente memoria, el término “vegetal” se utiliza en sentido amplio para referirse a un organismo eucariota que 
contiene plastidios, particularmente cloroplastos, e incluye cualquier organismo en cualquier etapa de desarrollo, o 
para referirse a parte de un vegetal, incluido un corte del mismo, a un cultivo de células vegetales, a un órgano 35 
vegetal, a una semilla vegetal o a una plántula. Una célula vegetal es la unidad estructural y fisiológica del vegetal, 
que comprende un protoplasto y una pared celular. Una célula vegetal se puede encontrar en forma de célula 
aislada o de célula cultivada, o puede formar parte de una unidad superior organizada, por ejemplo, un tejido 
vegetal, un órgano vegetal o una planta. Por consiguiente, una célula vegetal puede ser un protoplasto, una célula 
productora de gametos o una célula o colección de células que pueden regenerarse en una planta entera. Como tal, 40 
una semilla, que comprende múltiples células vegetales y es capaz de regenerarse en una planta entera, se 
considera célula vegetal a efectos de la presente descripción. Un tejido vegetal u órgano vegetal puede ser una 
semilla, un protoplasto, un callo o cualquier otro grupo de células vegetales organizado en una unidad estructural o 
funcional. Entre las partes particularmente útiles de un vegetal se incluyen las partes cosechables y las partes útiles 
para la propagación de las plantas de la progenie. Una parte cosechable de un vegetal puede ser cualquier parte útil 45 
de un vegetal, por ejemplo las flores, el polen, las plántulas, los tubérculos, las hojas, los tallos, los frutos, las 
semillas, las raíces y similares. Entre las partes de un vegetal útiles para la propagación se incluyen, por ejemplo, las 
semillas, los frutos, los esquejes, las plántulas, los tubérculos, los rizomas y similares. 
 
Vectores 50 
 
Los vectores descritos en la presente memoria pueden ser capaces de provocar la transformación estable de 
múltiples organismos fotosintéticos, incluidos, aunque sin limitarse a los mismos, bacterias fotosintéticas (incluidas 
las cianobacterias), cianófitas, proclorófitas, rodófitas, clorófitas, heterocontófitas, tribófitos, glaucofitas, 
cloraracniofitas, euglenófitas, euglenoides, haptófitas, crisófitas, criptófitas, criptomonas, dinófitas, dinoflagelados, 55 
pirmnesiófitas, bacilariófitas, xantófitas, eustigmatófitas, rafidófitas, algas pardas y fitoplancton. Otros vectores son 
capaces de provocar una transformación estable de C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. 
pluvialis. Otros vectores son capaces de provocar una transformación estable de organismos no fotosintéticos, tales 
como levaduras y bacterias. Los vectores para la transformación estable de las bacterias y levaduras son bien 
conocidos en la técnica y se pueden obtener a través de proveedores comerciales. Se pueden modificar vectores de 60 
expresión por ingeniería genética a fin de producir la proteína o proteínas heterólogas y/o homólogas de interés (por 
ejemplo, anticuerpos, aglutininas de tipo de apareamiento, etc.). Dichos vectores son útiles para producir de forma 
recombinante la proteína de interés. Dichos vectores también son útiles para modificar el fenotipo natural de las 
células hospedadoras (por ejemplo, expresando una fracción de floculación). 
 65 
Se puede construir un casete de expresión en un vector apropiado. En algunos casos, el casete se diseña de modo 
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que exprese una o más secuencias de codificación proteínica en una célula hospedadora. Dichos vectores pueden 
construirse utilizando técnicas estándar conocidas en la técnica. En un casete de expresión típico, el promotor o 
elemento regulador está situado en el lado 5’ o secuencia arriba de una secuencia codificante cuya expresión se 
desea. En otros casetes, una secuencia de codificación puede estar flanqueada por secuencias que permiten la 
expresión tras la inserción en un genoma diana (por ejemplo, nuclear o plastidio). Por ejemplo, un ácido nucleico que 5 
codifica una fracción de floculación se puede insertar en un genoma nuclear de una célula hospedadora, de modo 
que la expresión de la fracción de floculación está controlada por un elemento regulador de origen natural. En la 
presente memoria, se puede utilizar cualquier elemento regulador que proporcione expresión en condiciones 
apropiadas, de modo que el ARNm o producto proteínico se expresen en un nivel suficiente para producir la 
floculación del NVPO transformado. 10 
 
Una o más secuencias de codificación de proteínas adicionales se pueden fusionar operativamente aguas abajo o 3’ 
de un promotor. Se pueden utilizar secuencias codificantes para proteínas individuales, así como secuencias 
codificantes para fusiones de dos o más proteínas. Las secuencias codificantes también pueden contener elementos 
adicionales que permitan que las proteínas expresadas se puedan dirigir a la superficie celular y anclarse a la 15 
superficie celular o ser secretadas al medio. También se utiliza un marcador seleccionable en el diseño del vector 
para una selección eficaz de las algas verdes transformadas por el vector. Un marcador seleccionable y otra 
secuencia que se desee introducir se pueden introducir fusionados a un promotor simple y secuencia abajo del 
mismo. Alternativamente, se pueden introducir dos secuencias de codificación de proteínas, cada una bajo el control 
de un promotor. 20 
 
Tal como se utiliza el término en la presente memoria, un elemento regulador se refiere, en términos generales, a 
una secuencia de nucleótidos que regula la transcripción o la traducción de un polinucleótido, o la localización de un 
polipéptido al que está operativamente unido. Un elemento regulador puede ser nativo o foráneo a la secuencia de 
nucleótidos que codifica el polipéptido. Entre dichos elementos se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, un 25 
sitio de unión del ribosoma (RBS), una secuencia líder, una secuencia de poliadenilación, una secuencia de 
propéptido, un promotor, una secuencia de péptido señal y un terminador de transcripción, un promotor, una codón 
de iniciación (start), una señal de corte y empalme para la escisión del intrón y el mantenimiento de un marco de 
lectura correcto, un codón de parada stop, un codón ámbar u ocre y/o un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). 
Típicamente, un elemento regulador incluye un promotor y señales de parada de la transcripción y la traducción. Los 30 
elementos se pueden dotar de conectores con el fin de introducir sitios de restricción específicos que faciliten la 
ligación de las secuencias de control con la región de codificación de la secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido. En algunos casos, dichos vectores incluyen promotores, y adicionalmente, una señal de 
compartimentación celular (es decir, una secuencia que dirige un polipéptido al citosol, el núcleo, la membrana del 
cloroplasto o la membrana celular). Dichas señales son bien conocidas en la técnica y han sido ampliamente 35 
documentadas (véase, por ejemplo, la patente US nº 5.776.689). Los promotores útiles para la presente invención 
pueden provenir de cualquier fuente (por ejemplo, vírica, bacteriana, fúngica, protística, animal). Los promotores 
considerados en el presente documento pueden ser específicos para organismos fotosintéticos, organismos 
fotosintéticos no vasculares, organismos fotosintéticos vasculares (por ejemplo, algas, vegetales de floración), 
levaduras y bacterias. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “organismo fotosintético no vascular” 40 
se refiere a cualquier organismo macroscópico o microscópico, incluidos, aunque sin limitarse a los mismos, algas, 
cianobacterias y bacterias fotosintéticas, que no tienen un sistema vascular como el que se encuentra en las plantas 
superiores. En algunos casos, los ácidos nucleicos anteriores se insertan en un vector que comprende un promotor 
de un organismo fotosintético, por ejemplo, de algas. Dicho promotor puede ser un promotor para la expresión en el 
núcleo o en un cloroplasto y/u otro plastidio. Entre los ejemplos de promotores considerados para la inserción con 45 
cualquiera de los ácidos nucleicos del presente documento en el cloroplasto se incluyen los descritos en la solicitud 
de patente US 2004/0014174. Entre los promotores adecuados para su utilización en bacterias se incluyen, aunque 
no se limitan a los mismos, promotores del virus del simio 40 (SV40), el virus del tumor mamario de ratón (MMTV), la 
repetición terminal larga del VIH (LTR), el virus de Moloney, el ALV, el citomegalovirus (CMV), tal como el promotor 
temprano inmediato del CMV, el virus de Epstein-Barr (EBV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). El promotor 50 
puede ser un promotor constitutivo o un promotor inducible. Un promotor incluye típicamente las secuencias de 
ácido nucleico necesarias cerca del sitio de inicio de transcripción (por ejemplo, un elemento TATA). 
 
Para construir el vector, las secuencias de ADN secuencia arriba de un gen expresado bajo el control de un 
promotor adecuado puede mapearse por restricción y caracterizarse las zonas importantes para la expresión de la 55 
proteína. Se determina la ubicación exacta del codón de inicio del gen y, aprovechando esta información y el mapa 
de restricción, se puede diseñar un vector para la expresión de una proteína heteróloga mediante la eliminación de 
la región responsable de codificar la proteína del gen, pero dejando la región superior en el sentido de la secuencia 
que contiene el material genético responsable del control de la expresión del gen. Preferentemente, se inserta un 
oligonucleótido sintético se inserta en la ubicación en la que estaba la secuencia de la proteína, de tal manera que 60 
podría clonarse cualquier gen adicional utilizando sitios de endonucleasas de restricción en el oligonucleótido 
sintético (es decir, un sitio de clonación múltiple). A continuación, un gen no relacionado (o secuencia de 
codificación) que se inserta en este sitio estaría bajo el control de un codón de inicio existente y la región reguladora 
secuencia arriba que dirige la expresión de la proteína foránea (es decir, normalmente no presente) codificada por 
este gen. Una vez que el gen que codifica la proteína foránea se introduce en un vector de clonación, se puede 65 
introducir en el organismo hospedador utilizando cualquiera de varios métodos, algunos particulares del organismo 
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hospedador. Las variaciones de estos métodos se describen en la bibliografía general. La manipulación de las 
condiciones para optimizar la transformación en un determinado hospedador entra dentro de las capacidades del 
experto en la materia. 
 
Con respecto al tipo de plásmido utilizado para la inserción de los diversos casetes de expresión de ADN, se puede 5 
utilizar cualquier plásmido adecuado. Los plásmidos o vectores pueden incluir vectores tales como pUC o sus 
derivados, pBR322, pBluescript o pGEM. Pueden utilizarse otros vectores, entre ellos pPIC3.5K, pPIC9K y pAO815, 
disponibles a través de Invitrogen (Carlsbad, California, EE. UU.). Se escoge un determinado plásmido en función de 
la naturaleza de los marcadores, la disponibilidad de sitios de restricción adecuados, el número de copias y 
similares. La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés puede ser sintética, derivada de forma natural 10 
o cualquier combinación de las mismas. Según la naturaleza de la secuencia de ADN de interés, puede ser deseable 
sintetizar la secuencia con codones preferidos en el NVPO. La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de 
interés puede ser un gen estructural o una parte del mismo que proporcione un producto de expresión deseado. El 
gen puede ser cualquier gen, ya sea nativo, mutante del nativo o foráneo para el hospedador. El término foráneo 
pretende indicar un gen no endógeno a la célula hospedadora, pero puede incluir secuencias nativas, tales como 15 
secuencias víricas y secuencias bacterianas asociadas naturalmente con el NVPO. 
 
El vector utilizado también puede contener una o más secuencias de nucleótidos adicionales que confieran 
características deseables al vector, entre ellas, por ejemplo, secuencias tales como sitios de clonación que facilitan 
la manipulación del vector, elementos reguladores que dirigen la replicación del vector o la transcripción de las 20 
secuencias de nucleótidos contenidas en él, secuencias que codifican un marcador seleccionable y similares. Como 
tal, el vector puede contener, por ejemplo, uno o más sitios de clonación, tales como sitios de clonación múltiple, que 
pueden estar situados, aunque no necesariamente, de tal modo que se puede insertar un polinucleótido heterólogo 
en el vector y unirse de forma operativa a un elemento deseado. El vector también puede contener un origen de 
replicación procariota (Ori), por ejemplo, un Ori de E. coli o un Ori cósmido, permitiendo así el paso del vector en una 25 
célula hospedadora procariota, así como en un cloroplasto vegetal, según se desee. Estas características, 
combinadas con los marcadores seleccionables adecuados, permiten que el vector sea “transportado” entre la célula 
hospedadora diana y la célula bacteriana y/o de levadura. La capacidad de hacer pasar un vector lanzadera en un 
hospedador secundario puede permitir una mayor manipulación de las características del vector. Por ejemplo, una 
mezcla de reacción que contiene el vector y los polinucleótidos insertados putativos de interés puede transformarse 30 
en células hospedadoras procariotas, tales como E. coli, amplificarse y recolectarse mediante métodos de rutina, y 
examinarse para identificar vectores que contienen un inserto o constructo de interés. Si se desea, el vector se 
puede manipular adicionalmente, por ejemplo, llevando a cabo mutagénesis dirigida al sitio del polinucleótido 
insertado, luego amplificando de nuevo y seleccionando los vectores con un polinucleótido mutado de interés. A 
continuación, se puede introducir un vector lanzadera en los cloroplastos de las células vegetales, en las que un 35 
polipéptido de interés se puede expresar y, si se desea, aislar. 
 
Un vector u otra molécula de ácido nucleico recombinante puede incluir una secuencia de nucleótidos que codifica 
un polipéptido indicador u otro marcador seleccionable. El término “marcador seleccionable” se refiere a un 
polinucleótido (o polipéptido codificado) que confiere un fenotipo detectable. Generalmente, un indicador codifica un 40 
polipéptido detectable, por ejemplo, una proteína verde fluorescente o una enzima como la luciferasa, que, cuando 
entra en contacto con un agente apropiado (una determinada longitud de onda de luz o luciferina, respectivamente) 
genera una señal que se puede detectar a simple vista o mediante instrumentos apropiados (Giacomin, Plant Sci. 
116:59-72, 1996; Scikantha, J. Bacteriol. 178:121, 1996; Gerdes, FEBS Lett. 389:44-47, 1996; véase también 
Jefferson, EMBOJ. 6:3901-3907, 1997, β-glucuronidase). Generalmente, un marcador seleccionable es una 45 
molécula que, cuando está presente o se expresa en una célula, proporciona una ventaja (o desventaja) selectiva a 
la célula que contiene el marcador, por ejemplo, la capacidad de crecer en presencia de un agente que, de otro 
modo, provocaría la muerte de la célula. 
 
Un marcador seleccionable puede proporcionar un medio para obtener células procariotas o células vegetales, o 50 
ambas, que expresan el marcador y, por consiguiente, pueden ser útiles como componentes de un vector (véase, 
por ejemplo, Bock, supra, 2001). Entre los ejemplos de marcadores seleccionables se incluyen, aunque no se limitan 
a los mismos, los que proporcionan resistencia a antimetabolitos, por ejemplo, la dihidrofolato reductasa, que 
proporciona resistencia al metotrexato (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 13:143-149, 1994); la neomicina 
fosfotransferasa, que proporciona resistencia a los aminoglucósidos neomicina, kanamicina y paromicina(Herrera-55 
Estrella, EMBO J. 2:987-995, 1983), higro, que proporciona resistencia a higromicina (Marsh, Gene 32:481-485, 
1984), trpB, que permite que las células utilicen indol en lugar de triptófano; hisD, que permite que las células utilicen 
histinol en lugar de histidina (Hartman, Proc: Natl. Acad Sci., USA 85:8047, 1988); isomerasa de manosa-6-fosfato, 
que permite que las células utilicen manosa (WO 94/20627); ornitina descarboxilasa, que proporciona resistencia al 
inhibidor de la ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-D,L-ornitina (DFMO; McConlogue, 1987, en: Current 60 
Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.); y desaminasa de Aspergillus terrus, que 
proporciona resistencia a blasticidina S (Tamura, Biosci. Biotechno/. Biochem. 59:2336-2338, 1995). Entre los 
marcadores seleccionables adicionales se incluyen los que proporcionan resistencia a herbicidas, por ejemplo, el 
gen de la fosfinotricina acetiltransferasa, que proporciona resistencia a la fosfinotricina (White et al, Nucl. Acids Res. 
18:1062, 1990; Spencer et al, Theor. Appl. Genet. 79:625-631, 1990), una EPSPVsintasa mutante, que proporciona 65 
resistencia al glifosato(Hinchee et al, BinTechnology 91:915-922, 1998), una acetolactato sintasa mutante, que 
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proporciona resistencia a imidazolinona o sulfonilurea (Lee et al, EMBO J. 7:1241-1248, 1988), un psbA mutante, 
que proporciona resistencia a la atrazina (Smeda et al, Plant Physiol. 103:911-917, 1993), o una protoporfirinógeno 
oxidasa mutante (véase la patente US nº 5,767,373), u otros marcadores que proporcionan resistencia a un 
herbicida, tal como el glufosinato. Entre los marcadores seleccionables se incluyen polinucleótidos que proporcionan 
resistencia a la dihidrofolato reductasa (DHFR) o a la neomicina para células eucariotas y tetraciclina; resistencia a 5 
la ampicilina para procariotas como E. coli; y resistencia a bleomicina, gentamicina, glifosato, higromicina, 
kanamicina, metotrexato, fleomicina, fosfinotricina, espectinomicina, estreptomicina, sulfonamida y sulfonilurea en 
vegetales (véase, por ejemplo, Maliga et al, Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 1995, página 39). 
 10 
Uno o más codones de un polinucleótido de codificación pueden estar sesgados para reflejar el uso de codones 
preferente de la célula hospedadora o un orgánulo de la misma (por ejemplo, los cloroplastos). La mayoría de los 
aminoácidos están codificados por dos o más codones (degenerados) diferentes, y es bien conocido que diversos 
organismos utilizan determinados codones con preferencia a otros. Se ha documentado el sesgo de codones de la 
C. reinhardtii (Véase la solicitud de patente US2004/0014174) así como en bacterias y levaduras (véase, por 15 
ejemplo, Gene 18:199-209 (1982); FEBS Lett., 285:165-169 (1991); J. Biol. Chem., 257:3026-3031 (1982)). 
 
El término “sesgado”, cuando se utiliza haciendo referencia a un codón, significa que la secuencia de un codón en 
un polinucleótido se ha modificado de tal manera que dicho codón es un codón que se utiliza con preferencia en la 
diana para la que se ha obtenido el sesgo, por ejemplo, células de alga, cloroplastos, bacterias o levaduras. Un 20 
polinucleótido que está sesgado para un determinado uso de codones se puede sintetizar de novo o puede 
modificarse genéticamente mediante técnicas de ADN recombinante rutinarias, por ejemplo, por un método de 
mutagénesis dirigida al sitio, a fin de modificar uno o más codones, de modo que están sesgados para el uso de 
codones en cloroplastos. El sesgo de codones puede presentar variedad entre vegetales diferentes, incluido, por 
ejemplo, en algas en comparación con el tabaco. Habitualmente, el sesgo de codones seleccionado refleja el uso de 25 
codones del vegetal (o sus orgánulo) que se está transformando con los ácidos nucleicos de la presente invención. 
Por ejemplo, si la C. reinhardtii es el hospedador, el uso de codones en el cloroplasto puede estar sesgado a fin de 
reflejar el uso de codones nuclear o del cloroplasto (por ejemplo, aproximadamente un 74,6% de sesgo AT en la 
tercera posición del codón para secuencias dirigidas al cloroplasto). Alternativamente, cuando se utilizan bacterias o 
levaduras como organismo hospedador, el uso de codones puede estar sesgado para esos organismos. 30 
 
En la presente invención se dan a conocer vectores utilizados en varios métodos de floculación. Estos vectores o 
plásmidos pueden comprender elementos reguladores, que son reconocidos por la maquinaria de transcripción 
génica del organismo hospedador utilizado, incluso para genes nucleares o de plastidios, que codifican secuencias 
unidas operativamente a los elementos reguladores, marcadores de selección que permiten la selección de células 35 
hospedadoras transformadas por el vector et al elementos que permiten que el vector se integre de forma estable en 
el genoma nuclear o plastidio de un organismo hospedador. Entre los ejemplos de elementos reguladores se 
incluyen, aunque no se limitan a los mismos, promotores constitutivos, promotores inducibles mediante luz, 
promotores sensibles al quórum, promotores sensibles a la temperatura o promotores sensibles a la deficiencia de 
nitrógeno. Un ejemplo de promotor inducible mediante luz se describe en la patente US nº 6.858.429. Entre los 40 
ejemplos de fracciones de floculación que pueden estar codificadas por los polinucleótidos utilizados en la presente 
memoria se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, FhuA, pb5, aglutinina de gameto masculino (mt+) de 
Chlamydomonas, aglutinina de gameto femenino (mt-) de Chlamydomonas, lectina, proteínas de unión a hidratos de 
carbono, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpo antihidrato de carbono, anticuerpo antiflagelos, anticuerpo anti-Fus1, 
anticuerpos antiproteína de superficie celular). Entre los ejemplos de marcadores de selección se pueden incluir, 45 
aunque no se limitan a los mismos, kanamicina, fleomicina, bleomicina, higromicina o zeocina. 
 
Transformación de las células hospedadoras 
 
Las células transformadas se producen introduciendo ADN homólogo y/o heterólogo en una población de células 50 
diana y seleccionando las células que han absorbido el ADN. Por ejemplo, se pueden cultivar en un medio que 
contiene kanamicina transformantes que contienen ADN exógeno con un marcador seleccionable que proporciona 
resistencia a la kanamicina. 
 
Las técnicas básicas utilizadas para la transformación y expresión en organismos fotosintéticos son parecidas a las 55 
utilizadas habitualmente para la E. coli, Saccharomyces cerevisiae y otras especies, e incluyen la transfección con 
fosfato de calcio, transfección mediada por DEAE-dextrano o por polibreno, fusión de protoplastos, liposomas, 
microinyección directa en los núcleos, introducción por raspado (“scrape loading”) y electroporación. En la técnica se 
conocen métodos de transformación adaptados a un NVPO, por ejemplo, el cloroplasto de una cepa de algas. Estos 
métodos se han descrito en diversos textos sobre manipulación biológica molecular estándar (véase Packer & 60 
Glaser, 1988, “Cyanobacteria”, Meth. Enzymol., vol. 167; Weissbach & Weissbach, 1988, “Methods for plant 
molecular biology,” Academic Press, Nueva York, Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989, “Molecular Cloning: A 
laboratory manual,” 2ª edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; y Clark M. S., 1997, 
Plant Molecular Biology, Springer, N.Y.). Estos métodos incluyen, por ejemplo, dispositivos biolísticos (véase, por 
ejemplo, Sanford, Trends In Biotech. (1988) 6: 299-302, patente US nº 4.945.050; electroporación (Fromm et al, 65 
Proc. Nat’l. Acad. Sci. (USA) (1985) 82: 5824-5828); utilización de un rayo láser, electroporación, microinyección o 

E09771189
26-06-2014ES 2 475 973 T3

 



 12

cualquier otro método capaz de introducir ADN en una célula hospedadora (por ejemplo, un NVPO). 
 
La transformación de plastidios es un método rutinario y bien conocido para la introducción de un polinucleótido en 
un cloroplasto de célula vegetal (véase patentes de EE. UU. 5.451.513, 5.545.817 y 5.545.818; el documento WO 
95/16783; McBride et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91:7301-7305, 1994). En algunas formas de realización, la 5 
transformación de cloroplastos comprende la introducción de regiones de ADN de cloroplasto que flanquean una 
secuencia de nucleótidos deseada, lo que permite la recombinación homóloga del ADN exógeno en el genoma diana 
de cloroplasto. En algunos casos, se pueden utilizar secuencias de nucleótidos flanqueantes de entre 1 kb y 1,5 kb 
de ADN genómico de cloroplasto. Mediante este método, se pueden utilizar mutaciones puntuales en los genes 
ARNr 16S y rps12 de cloroplasto, que proporcionan resistencia a espectinomicina y estreptomicina, como 10 
marcadores seleccionables para la transformación (Svab et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87:8526-8530, 1990), y 
se pueden obtener transformantes homoplásmicos estables en una frecuencia de aproximadamente 1 por 100 
bombardeos de hojas diana. 
 
La transformación mediada por microproyectiles también se puede utilizar para introducir un polinucleótido en una 15 
célula vegetal (Klein et al, Nature 327:70-73, 1987). Este método utiliza microproyectiles, como el oro o el tungsteno, 
recubiertos con el polinucleótido deseado por precipitación con cloruro de calcio, espermidina o polietilenglicol. Las 
partículas de microproyectiles se aceleran y se introducen a alta velocidad en un tejido vegetal mediante un 
dispositivo tal como la pistola de partículas BIOLISTIC PD-1000 (BioRad; Hercules Calif. USA). Los métodos para la 
transformación utilizando métodos biolísticos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo: Christou, Trends 20 
in Plant Science 1:423-431, 1996). La transformación mediada por microproyectiles se ha utilizado, por ejemplo, 
para generar una variedad de especies vegetales transgénicas, incluidos el algodón, el tabaco, el maíz, el álamo 
híbrido y la papaya. También cultivos de cereales importantes, como el trigo, la avena, la cebada, el sorgo y el arroz 
se han transformado mediante administración mediada por microproyectiles (Duan et al, Nature Biolech. 14:494-498, 
1996; Shimamoto, Curr. Opin. Biotech. 5:158-162, 1994). La transformación de la mayoría de las plantas 25 
dicotiledóneas es posible con los métodos descritos anteriormente. La transformación de plantas monocotiledóneas 
también se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante métodos biolísticos, tal como se ha descrito anteriormente, 
por transformación de protoplastos, electroporación de células parcialmente permeabilizadas, introducción de ADN 
con fibras de vidrio, el método de agitación de bolas de cristal y similares. La frecuencia de transformación se puede 
aumentar mediante la sustitución de ARNr recesivo o genes de resistencia a antibióticos de rProteína con un 30 
marcador seleccionable dominante, incluido, aunque sin limitarse al mismo, el gen bacteriano aadA (Svab y Maliga, 
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 90:913-917, 1993). 
 
Fracciones de floculación 
 35 
Para cosechar un producto de interés a partir de una célula hospedadora de la presente invención (por ejemplo, un 
NVPO), a menudo resulta útil separar eficientemente la célula hospedadora del líquido en el que se cultiva. En el 
pasado se han utilizado diversos métodos para separar el organismo del líquido. La centrifugación, por ejemplo, se 
ha utilizado con éxito en la separación de células en cultivos a pequeña escala a partir de los medios líquidos. Sin 
embargo, para las aplicaciones a gran escala, que por lo general comprenden el cultivo de un organismo en grandes 40 
cantidades de agua (por ejemplo, un estanque, un lago, un biorreactor, etc.), la centrifugación puede consumir 
mucho tiempo y/o ser costosa. La floculación es un enfoque alternativo a la separación de las células para 
aplicaciones a gran escala y a pequeña escala. Algunos floculantes químicos, como los metales pesados, plantean 
el problema de que el metal puede tenerse que eliminar del organismo floculado para los procesos posteriores (por 
ejemplo, purificación enzimática, producción de alimentos funcionales, transesterificación de triglicéridos, etc.). Por 45 
otro lado, las cepas de organismos (por ejemplo, NVPO) modificados por ingeniería genética para que expresen 
fracciones de floculación no presentan este problema de eliminación de un floculante peligroso, costoso o 
contaminante de los organismos y/o el medio líquido. Por consiguiente, un nuevo aspecto de la presente invención 
es la producción de un organismo modificado para que produzca una o más fracciones de floculación. 
 50 
La fracción de floculación se puede incorporar a un organismo, ya sea fotosintético o no fotosintético, por 
transformación con vectores, como los descritos en la presente memoria. Las técnicas implicadas en estos procesos 
incluyen, aunque no se limitan a los mismos, el desarrollo del casete de expresión adecuado, la inserción (es decir, 
la transformación) del casete de expresión en una célula hospedadora y el cribado de la célula hospedadora que 
expresa la fracción de floculación deseada. En función del diseño del vector, la fracción de floculación puede ser 55 
expresada de manera constitutiva (por ejemplo, en todo momento) o de manera inducible (por ejemplo, inducida por 
la temperatura, inducida por quórum, etc.). Se pueden utilizar organismos fotosintéticos modificados capaces de 
expresar una o más fracciones de floculación para la floculación, con o sin la adición de otros compuestos. Por 
ejemplo, un organismo no fotosintético como la E. coli se puede transformar con el fin de producir una proteína de 
unión a hidratos de carbono, por ejemplo una lectina, o un anticuerpo fusionado a una proteína de superficie celular 60 
(por ejemplo, LppOmpA, beta-autotransportador, etc.), de modo que, cuando se expresa, la proteína de fusión está 
presente en la superficie celular y se une a múltiples organismos de interés, tales como un alga verde, para provocar 
la floculación. Alternativamente, un alga verde como la C. reinhardtii se puede transformar para que produzca una 
proteína de unión a hidratos de carbono, por ejemplo una lectina, o un anticuerpo fusionado a una proteína de 
superficie celular, por ejemplo GP1, de modo que la proteína de fusión se expresa en la superficie celular y se une a 65 
múltiples organismos de interés, tales como las algas verdes, para provocar la floculación. 
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Alternativamente, un organismo hospedador (por ejemplo, C. reinhardtii) se puede transformar para que produzca la 
proteína FhuA a partir de E. coli, y un segundo organismo hospedador -de la misma especies que el primer 
organismo o de una especie diferente- se puede transformar para que produzca la proteína pb5 de la cola del fago 
T5. FhuA y pb5 forman un complejo muy estable de estequiometría 1:1, por lo que, combinando las dos células 5 
hospedadoras transformadas en un tiempo deseado, o controlando la expresión de las dos fracciones de floculación 
en las diferentes cepas para que sólo expresen las fracciones de floculación en un tiempo determinado, la unión 
entre las dos fracciones provocará la floculación a través de la interacción entre las dos fracciones. 
 
Habitualmente, una fracción de floculación se expresa de tal manera que está presente en la superficie exterior de la 10 
célula hospedadora (por ejemplo, en la pared celular y/o la membrana celular). En algunos casos, una fracción de 
floculación es secretada por la célula hospedadora en el medio circundante. Las técnicas estándar de biología 
molecular permiten el direccionamiento de una proteína expresada de forma recombinante a diversos 
compartimentos subcelulares de una célula hospedadora. Entre los ejemplos de dichos compartimentos 
subcelulares se incluyen la vesícula de Golgi, los lisosomas, el sistema de secreción, la pared celular o la membrana 15 
plasmática. Así, en algunos casos, los vectores útiles en la presente invención contienen secuencias de ADN que 
codifican uno o más polipéptidos especializados (por ejemplo, péptidos señal) capaces de dirigir las proteínas 
recombinantes a compartimentos subcelulares si el péptido señal está operativamente unido a la proteína 
recombinante. 
 20 
Los candidatos para los genes que expresan fracciones de floculación se pueden obtener de una variedad de 
organismos, incluyendo eucariotas, procariotas o virus. En algunos casos, una fracción de floculación es un miembro 
de una pareja de unión de proteína. Las parejas de proteínas que forman complejos proteína-proteína fuertes son 
útiles como fracciones de floculación. Las proteínas autoagregantes, proteínas capaces de formar complejos 
multiméricos, también son útiles como floculantes. También se pueden utilizar fracciones de hidratos de carbono de 25 
las glucoproteínas (por ejemplo, los residuos arabinosilo, galactosilo, manosilo y ramnosilo), hidratos de carbono de 
la membrana y/o la pared celular (por ejemplo, ácido algínico, xilanos, mananos, agarosa, carragenano, porfirano, 
furcelerano, etc.) o proteínas que aumentan la producción de algunos hidratos de carbono o glucolípidos para inducir 
la floculación, ya que determinadas clases de hidratos de carbono son componentes conocidos de la formación de 
complejos proteínicos. 30 
 
Las fracciones de floculación también se pueden expresar de forma recombinante en células hospedadoras y 
purificarse hasta un nivel útil (por ejemplo, hasta homogeneidad). Los floculantes purificados se pueden añadir a un 
cultivo de células diana para provocar la floculación. Habitualmente, dichos floculantes no plantean los mismos 
problemas que la utilización de floculantes de metales pesados. Por ejemplo, una lectina recombinante puede ser 35 
producida por una célula hospedadora (por ejemplo, secretada o producida en la superficie), recolectarse e 
introducirse en un cultivo del organismo que se pretende flocular. 
 
El experto en la materia apreciará que se pueden utilizar diversos tipos de moléculas al poner en práctica los 
presentes métodos. En la presente invención se dan a conocer, a modo de ejemplo, diversas proteínas, hidratos de 40 
carbono, anticuerpos y otras fracciones que se pueden utilizar como fracción de floculación, ya sea cuando son 
expresadas por un microorganismo o mediante su incorporación al medio de cultivo líquido. Estos ejemplos 
pretenden proporcionar ejemplos ilustrativos de los tipos de moléculas que se pueden utilizar, y no pretenden ser 
limitantes. 
 45 
Se sabe que las proteínas, como categoría, se unen y/o forman complejos con otras macromoléculas y compuestos. 
Como tales, las proteínas se pueden utilizar como fracciones de floculación. Las proteínas de unión a hidratos de 
carbono (por ejemplo, las lectinas), por ejemplo, son una categoría de proteína útil para una fracción de floculación. 
Las proteínas de unión a hidratos de carbono reconocen y se unen a una variedad de hidratos de carbono de la 
superficie celular, a fracciones de hidratos de carbono, a cadenas laterales de polisacáridos de las glucoproteínas, a 50 
proteínas glucosiladas, a glucopéptidos y/o a proteínas de la superficie celular. Por consiguiente, en una forma de 
realización, la lectina de tipo C se expresa en la pared celular de C. reinhardtii e induce la floculación uniéndose a 
una glucoproteína presente en la superficie de las células de C. reinhardtii. Entre los ejemplos de estas fracciones de 
floculación se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, ácido lisofosfatídico, lectina de tipo C, Gal/GalNAc, 
azúcares unidos en O, polisacáridos unidos en O, GlcNAc, fosfolipasa A2, GalNAc-SO4, ácido siálico, 55 
glucoesfingolípidos, monomicolato de glucosa, lipoarabinomanano, fosfatidil inositoles, hexosil-1-fosfoisoprenoides, 
manosil-fosfodolicoles, α-galactosilceramida o galactósido terminal. Entre los ejemplos de proteínas de unión a 
hidratos de carbono se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, 
langerina, layilina, mincle, MMGL, E-selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 180, receptor de manosa, 
receptor de fosfolipasa A2, sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 , 60 
siglec-9, siglec-10, siglec-11 y galectinas. 
 
Otra categoría de proteínas que se pueden utilizar como fracciones de floculación es la de los anticuerpos. Por 
ejemplo, se pueden utilizar anticuerpos contra antígenos conocidos de la superficie celular, expresados en un 
organismo. La expresión de estos anticuerpos puede conducir a la formación de complejos antígeno-anticuerpo, que 65 
a continuación pueden dar lugar a la floculación de un organismo que expresa dicho anticuerpo, uniéndose 
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específicamente el anticuerpo a un antígeno de la superficie celular en la cepa transformada, o en una cepa u 
organismo diferente. Por ejemplo, la C. reinhardtii se puede transformar para que exprese de forma inducible un 
fragmento variable monocatenario (scFv) de un anticuerpo, que detecta un antígeno en la superficie externa de un 
organismo. El antígeno de superficie puede darse de forma natural en la superficie de C. reinhardtii o de otro 
organismo, o puede ser resultado de la transformación del organismo para producir el antígeno de superficie celular. 5 
Los anticuerpos utilizados pueden ser univalentes, multivalentes o polivalentes. En la técnica se conocen otros 
anticuerpos contra diversas glucoproteínas (véase, por ejemplo, Matsuda et al, J. Plant. Res., 100:373-384, 1987; 
Musgrave et al, Planta, 170:328-335, 1987). Los anticuerpos pueden anclarse en la superficie celular mediante la 
creación de una proteína de fusión que comprende una proteína expresada en la superficie celular, por ejemplo la 
membrana celular o la pared celular. Alternativamente, el anticuerpo se puede modificar para que sea secretado por 10 
la célula hospedadora al medio circundante y provocar la floculación. Se pueden añadir anticuerpos que reconocen 
los componentes de la pared celular o anticuerpos modificados de la célula hospedadora a los medios o a otro 
entorno de cultivo a fin de inducir la floculación. Se pueden utilizar como fracciones de floculación anticuerpos de los 
que se sabe que forman complejos estables con epítopos específicos. En algunos casos, se pueden utilizar 
anticuerpos que se dirigen a un epítopo natural. 15 
 
Un primer organismo que expresa dichos anticuerpos se puede combinar con otro organismo que expresa el epítopo 
correspondiente con el fin de inducir la floculación tras la combinación. El epítopo correspondiente puede ser de 
procedencia natural o modificado genéticamente. Alternativamente, el epítopo correspondiente se puede añadir a los 
medios u otro entorno de cultivo cuando se desea la floculación. Los epítopos pueden estar acoplados a soportes de 20 
estado sólido, tales como bolas, mallas, tamices, etc., para facilitar la floculación. Entre los ejemplos de anticuerpos 
útiles para la presente invención se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, anticuerpo anti-etiqueta de HA, 
anticuerpo anti-etiqueta de His, anticuerpo anti-etiqueta de Myc, anticuerpo anti-etiqueta de AU1, anticuerpo anti-
etiqueta de GST, anticuerpo anti-etiqueta de KT3, anticuerpo anti-etiqueta de MAT, anticuerpo anti-etiqueta de MBP, 
anticuerpo anti-etiqueta de S, anticuerpo anti-etiqueta de S1, anticuerpo anti-etiqueta de SNAP, anticuerpo anti-25 
etiqueta de SRT, anticuerpo anti-etiqueta de V5, anticuerpo anti-etiqueta de VSV-G, anticuerpo anti-etiqueta de TAP 
y anticuerpo anti-Trx. El experto en la materia sabrá reconocer que una sola célula hospedadora puede expresar 
más de una fracción de floculación de una o más categorías. Por ejemplo, un organismo se puede transformar para 
que exprese dos anticuerpos diferentes, o un anticuerpo y una proteína de unión a hidratos de carbono. 
 30 
En algunas formas de realización, una fracción de floculación es un anticuerpo a un epítopo de la superficie celular 
de una célula de interés. El epítopo de superficie celular puede estar presente en una proteína de superficie celular. 
Entre los ejemplos de dichas proteínas se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, HRP-2, PHC21, ISG-C1, 
LMR3, VSP (1, 2, 3, 4), HRP3, GP1, FAS1, FAS2, FAS3, E_GWH.1280.7.1, GAS30, MMP14, ZAP2-2, MIN1 o GOX1 
de C. reinhardtii, y p150 de D. salina. Los métodos para producir anticuerpos para una determinada proteína son 35 
bien conocidos en la técnica y pueden comprender el cultivo de un organismo fotosintético; el fraccionamiento de 
una parte de la membrana y/o la pared celular del microorganismo; la inyección de esta fracción a un animal 
hospedador apropiado para la inmunización; extraer suero del animal inmunizado; y cribar, seleccionar y purificar 
uno o más anticuerpos que reaccionan a la fracción. También, por ejemplo cuando el animal inmunizado es un ratón, 
las células inmunes que producen el anticuerpo de interés se pueden someter a formación de hibridoma y técnicas 40 
de cultivo rutinarias para producir los anticuerpos monoclonales de interés. En otra forma de realización, las 
proteínas se purifican adicionalmente a partir de la fracción de membrana y se utilizan en un sistema de cribado de 
alto rendimiento como diana de la técnica de presentación de fagos, con lo que se identifican las secuencias de ADN 
que expresan una parte del polipéptido del anticuerpo que interactúa con la diana. Las técnicas de presentación de 
fagos son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente US nº 5.855.885; McCafferty et al, Nature, 45 
348:552-54, 1990. 
 
Otra categoría de proteínas que se pueden utilizar como fracciones de floculación incluye proteínas que forman una 
pareja de unión. Esta categoría incluye, entre otras, proteínas que forman complejos multiméricos y proteínas que 
forman un complejo con otra clase de proteína. Por ejemplo, la proteína FhuA de E. coli es un canal transportador de 50 
hierro monomérico con un solo dominio que atraviesa la membrana, que se puede sobreexpresar; la pb5 es una 
proteína de la cola del fago T5 que utiliza FhuA como receptor de fago. La interacción entre las dos proteínas es 
muy estable. Estas parejas de proteínas se pueden utilizar como fracciones de floculación. Por ejemplo, en una 
forma de realización, la FhuA se expresa en una cepa de D. salina y la pb5 se expresa en una segunda cepa de D. 
salina. Tras la combinación de las dos cepas, se produce la floculación debido a la interacción entre las dos 55 
proteínas. El experto en la materia sabrá reconocer que existen y se pueden utilizar muchas otras parejas de unión 
de proteínas. Para permitir la interacción entre algunas proteínas, puede ser necesario modificar las proteínas, de 
modo que se insertan en la membrana celular y/o la pared celular. 
 
Control de los tiempos de floculación 60 
 
Tener control sobre los tiempos de floculación puede ser ventajoso en algunos casos para controlar la floculación. 
Por ejemplo, mediante el control de los tiempos de floculación, un operador de un sistema de cultivo diana puede 
asegurar el uso eficiente de los nutrientes, el momento de la recolección, la cantidad de organismos cosechados y/o 
la producción máxima de producto. El experto en la materia sabrá reconocer que las condiciones óptimas pueden 65 
variar según diversos factores, pero estas determinaciones de la preparación del medio de cultivo son rutinarias. 
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Para las fracciones de floculación expresadas por un determinado organismo hospedador, los tiempos de floculación 
se pueden controlar mediante la incorporación de uno o más elementos reguladores (por ejemplo, promotores) en el 
diseño de un casete de expresión. Este enfoque puede permitir la expresión de una fracción de floculación sólo en 
un momento determinado. Como se desprende de la presente memoria, están disponibles diversas rutas para 
controlar los tiempos de la floculación. La presente memoria expone enfoques ilustrativos para el control de los 5 
tiempos de floculación, pero no pretende limitarlos a los enfoques concretos mencionados en el presente 
documento. 
 
Para la expresión de algunas fracciones de floculación, se pueden utilizar elementos reguladores que dan lugar a 
una expresión constitutiva. Por consiguiente, se espera que la fracción de floculación bajo el control de dichos 10 
elementos reguladores se produzca durante toda la vida de la célula hospedadora. Entre los ejemplos de elementos 
reguladores se incluyen la región 35S o 19S del virus de mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor de cubierta del 
TMV, los promotores de nopalina sintasa, manopina sintasa u octopina sintasa de Agrobacterium, un promotor 
celular, el promotor de la chalcona sintasa, un promotor de actina, un promotor de adhI, un promotor de ubiquitina o 
un promotor de patatina. Para inducir la floculación, dos cepas independientes que expresan de forma constitutiva 15 
una parte de una pareja de floculación (por ejemplo, una pareja anticuerpo-antígeno, una pareja de unión de 
proteína, etc.) se pueden combinar cuando se desea la floculación. En estos casos, la fracción de floculación en una 
cepa puede ser de origen natural (por ejemplo, la primera cepa produce una lectina recombinante que reconoce una 
glucoproteína de la segunda cepa). Alternativamente, la floculación de una única cepa se puede inducir mediante la 
adición del segundo miembro de una pareja de floculación al cultivo o el entorno de la cepa cuando se desea la 20 
floculación. En otro enfoque, las células hospedadoras que contienen un miembro de una pareja de floculación que 
se expresa de forma constitutiva se pueden cultivar en combinación con otra cepa que expresa el segundo miembro 
de la pareja de floculación en condiciones inducibles. En estos casos, la inducción de la expresión del segundo 
miembro de la pareja de floculación en la segunda cepa provoca la floculación. 
 25 
Se pueden utilizar elementos reguladores inducibles para controlar la expresión de una fracción de floculación. En 
estas formas de realización, el organismo, por ejemplo un organismo fotosintético no vascular, puede mantenerse en 
cultivo sin que exprese la fracción de floculación hasta que se desea que tenga lugar la floculación. La inducción de 
la expresión se puede llevar a cabo mediante la introducción de un factor extrínseco (por ejemplo, exposición a la 
luz, donde un promotor inducible mediante luz controla la expresión de la fracción de floculación) o por la aparición 30 
de un factor necesario para la expresión (por ejemplo, alcanzar una determinada densidad celular, donde un 
promotor sensible al quórum controla la expresión de una fracción de floculación). Entre los factores extrínsecos que 
se pueden utilizar para inducir la expresión de una fracción de floculación se incluyen, aunque no se limitan a los 
mismos, sustancias químicas, la luz, la densidad de cultivo, la temperatura, hormonas o nutrientes. Entre los 
ejemplos no limitativos de promotores inducibles que responden a factores extrínsecos a la célula y que se pueden 35 
utilizar para la presente invención se incluyen: el promotor de la proteína de choque térmico Gmhsp17.3-B de la soja 
(Prandl et al, Plant Mol. Physiol. 31:157-62, 2004); promotores químicamente inducibles (por ejemplo, el promotor 
IPTG/lac); el promotor inducible de fosfato/deficiencia de fosfato (por ejemplo, la patente US nº 6.175.060); el 
promotor de L-arabinosa/ara B; el promotor de ácido 3-β-indoilacrílico/Tip, el promotor de ácido salicílico/PR-1 (por 
ejemplo, la patente US nº 5.689.044); promotores inducibles por galactosa, tales como GAL1, GAL7, GAL10 (patente 40 
US nº 5.972.664); promotor de metal/metalotionina; el promotor FUS1, que es inducible por una feromona (por 
ejemplo, la patente US nº 5.063.154); promotores inducibles mediante luz (por ejemplo, subunidad del promotor de 
la ribulosa bisfosfato carboxilasa, véase también la patente US nº 6.858.429); promotores sensibles al quórum, que 
detectan la densidad celular en un medio líquido y se pueden utilizar para inducir la floculación de forma automática 
cuando el cultivo alcanza una determinada densidad (por ejemplo, Whiteley et al, Journal of Bacteriology, 183:529-45 
5534, 2001); También se ha descrito un sistema promotor sensible a la temperatura que utiliza un promotor PL 
(véase, por ejemplo, la patente US nº 4.711.845). El experto en la materia sabrá reconocer que se pueden utilizar 
uno o más elementos reguladores endógenos para controlar la expresión de una fracción de floculación, por 
ejemplo, incluyendo un promotor endógeno en un casete de expresión o insertando un ácido nucleico que codifica 
una fracción de floculación en un genoma diana, de modo que será controlado por un elemento regulador nativo (por 50 
ejemplo, por recombinación homóloga). 
 
Otro tipo de promotor incluye los promotores inducidos por deficiencia de nitrógeno. La deficiencia de nitrógeno 
provoca la formación de gametos en determinados NVPO, tal como la C. reinhardtii. Extrayendo el nitrógeno o 
limitando la cantidad de nitrógeno disponible, se puede inducir la floculación utilizando promotores sensibles a la 55 
deficiencia de nitrógeno para controlar la expresión de una fracción de floculación. Se pueden utilizar aglutininas de 
tipo de apareamiento, que están expresadas de forma natural en algunos NVPO en condiciones de deficiencia de 
nitrógeno, aunque normalmente no a los niveles que provocarían la floculación en un cultivo grande. Por 
consiguiente, en una forma de realización, el aumento de la producción (por ejemplo, mediante la transformación de 
una cepa hospedadora) de una o más aglutininas puede provocar la floculación. 60 
 
Condiciones de cultivo: estanques abiertos y biorreactores cerrados 
 
En muchos organismos, incluidos los organismos fotosintéticos no vasculares (NVPO), el crecimiento rutinario se 
puede llevar a cabo a temperatura ambiente en 1,5% de agar, ya sea en placas o tubos, mientras que el crecimiento 65 
activo se lleva a cabo típicamente en cultivo líquido. El crecimiento óptimo se da, habitualmente, a 20-25ºC, aunque 
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las células pueden sobrevivir a la exposición a 35ºC y se pueden cultivar a temperaturas más bajas. Son normales 
en líquido densidades celulares de 1-5 x 106 células/ml, con agitación o mezclado, y una tasa de proliferación típica 
puede producir un aumento de diez veces en el número de células por día, dependiendo de las condiciones de 
cultivo. El almacenamiento prolongado de las células se puede lograr mediante su extensión en placas, el sellado de 
las mismas con PARAFILMTM y su almacenamiento en luz tenue a 10-15ºC. Alternativamente, las células se pueden 5 
extender o introducir en tubos de agar, taparse y cultivarse como se ha mencionado anteriormente. Los dos métodos 
permiten el almacenamiento durante varios meses. Para un almacenamiento más prolongado, las células se pueden 
cultivar en cultivo líquido hasta la fase logarítmica tardía y a continuación llevarse a una concentración del 7% con 
DMSO estéril y almacenarse a -80ºC. También se recomienda, para un almacenamiento prolongado, congelar el 
recipiente en nitrógeno líquido en presencia de metanol. 10 
 
Habitualmente, los NVPO se pueden cultivar en un medio sencillo definido con la luz como única fuente de energía. 
En la mayoría de los casos, unas bombillas fluorescentes situadas a una distancia de 1-2 pies resultan adecuadas 
para suministrar la energía necesaria para el crecimiento. El burbujeo de aire o CO2 al 5% puede mejorar la tasa de 
proliferación. Se pueden sincronizar las células de algunos NVPOs encendiendo y apagando las luces a intervalos 15 
regulares (12:12 o 14:10 horas de luz:oscuridad). 
 
Dado que los organismos fotosintéticos, como las algas, necesitan luz solar, CO2 y agua para crecer, se pueden 
cultivar en estanques y lagos abiertos. Debido a  que se trata de sistemas abiertos, son mucho más vulnerables a la 
contaminación. Una de las dificultades que se dan al utilizar sistemas abiertos es que el NVPO de interés puede no 20 
ser necesariamente el más rápido de reproducir. Esto genera un problema en los casos en que otras especies 
colonizan el medio líquido. Además, en los sistemas abiertos, hay un control relativamente menor sobre la 
temperatura del agua, la concentración de CO2 y las condiciones de luz. Esto provoca que la temporada de 
crecimiento dependa en gran medida de la ubicación y, salvo en las zonas tropicales, se limita a los meses más 
cálidos. Si bien se acaban de mencionar las desventajas de los “sistemas abiertos”, una de las ventajas de este tipo 25 
de sistemas es que, por lo general, tiene menores costes de producción. 
 
Otro enfoque es la utilización de un sistema semicerrado, por ejemplo cubriendo el estanque o piscina con un 
invernadero. Si bien, por lo general, esto da lugar a un sistema más pequeño, también resuelve muchos de los 
problemas asociados con los sistemas abiertos. Permite el cultivo de un mayor número de especies, permite que las 30 
especies que se cultivan se mantengan dominantes, prolonga la temporada de crecimiento y, si el invernadero está 
climatizado, la producción se puede prolongar durante todo el año. También es posible aumentar la cantidad de CO2 
en estos sistemas semicerrados, aumentando de nuevo de la tasa de proliferación de las algas. 
 
Una variación del sistema de estanque es un estanque artificial, por ejemplo, un estanque de circulación o tipo 35 
“raceway”. En estos estanques, las algas, el agua y los nutrientes circulan por una “pista de carreras”. Al 
proporcionar movimiento al agua, por ejemplo mediante el uso de paletas, las algas se mantienen en suspensión en 
ella y se recirculan a la superficie con una frecuencia regular. Normalmente, los estanques de tipo “raceway” se 
mantienen poco profundos, ya que las algas necesitan estar expuestas a la luz solar y ésta sólo puede penetrar en 
el agua del estanque hasta cierta profundidad. Sin embargo, la profundidad se puede variar según la longitud o 40 
longitudes de onda utilizadas por un organismo. Los estanques se pueden hacer funcionar en régimen continuo, 
alimentándolos constantemente con CO2 y nutrientes, mientras que el agua que contiene las algas se extrae por el 
otro extremo. 
 
Alternativamente, las algas se pueden cultivar en estructuras cerradas, tales como fotobiorreactores, donde el 45 
entorno se mantiene bajo un control más estricto que en los estanques abiertos. Si bien los costes de construcción y 
funcionamiento de un fotobiorreactor son más altos que en los estanques abiertos, la eficiencia y el rendimiento de 
estas estructuras pueden ser significativamente mayores, compensando así la desventaja inicial en cuanto a costes 
en el medio y largo plazo. 
 50 
Un fotobiorreactor es un biorreactor que incorpora algún tipo de fuente de luz. Un estanque cubierto con un 
invernadero podría considerarse también un fotobiorreactor. Dado que se trata de sistemas cerrados, todo lo que las 
algas necesiten para crecer (dióxido de carbono, agua y luz) debe ser introducido en el sistema. 
 
Los fotobiorreactores se pueden configurar de modo que se lleve a cabo una cosecha continua (la mayoría de los 55 
sistemas de cultivo más grandes) o mediante cosechas por lotes (como el cultivo en bolsa de polietileno). Un 
fotobiorreactor por lotes se configura con los nutrientes y las semillas de las algas y se deja en cultivo hasta que se 
cosecha el lote. Un fotobiorreactor en régimen continuo se cosecha continuamente, por ejemplo diariamente o con 
mayor frecuencia. Algunos tipos de fotobiorreactores comprenden vidrio, tubos de plástico, tanques y fundas o 
bolsas de plástico. Algunas fuentes que pueden utilizarse para proporcionar la energía lumínica necesaria para 60 
mantener la fotosíntesis son bombillas fluorescentes, luces LED o la luz solar natural. 
 
Algunos de los organismos que se pueden utilizar para poner en práctica la presente invención son los halófilos. Por 
ejemplo, la D. salina puede crecer en agua de océanos, lagos salados (con una salinidad de 30-300 partes por mil) y 
en medios de salinidad alta (por ejemplo, un medio artificial de agua de mar, agua de mar con nutriente agar, medio 65 
de agua salobre, medio de agua de mar, etc.). En algunas formas de realización, una célula hospedadora que 

E09771189
26-06-2014ES 2 475 973 T3

 



 17

comprende un vector, tal como se describe en el presente documento, se puede cultivar en un medio líquido con una 
concentración molar de cloruro de sodio de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 
1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1, 4,2, 
4,3 o más elevada. El experto en la materia sabrá reconocer que también pueden estar presentes otras sales (sales 
de sodio, sales de calcio, sales de potasio, etc.) en los medios líquidos. 5 
 
Cuando se utiliza un organismo halófilo, éste se puede transformar con cualquiera de los vectores descritos la 
presente memoria. Por ejemplo, la D. salina se puede transformar con un vector capaz de inserirse en el genoma 
nuclear y que contiene ácidos nucleicos que codifican una fracción de floculación (por ejemplo, un anticuerpo 
antiproteína de superficie celular, una proteína de unión a hidratos de carbono, etc.). A continuación, los organismos 10 
halófilos transformados pueden cultivarse en entornos muy salinos (por ejemplo, lagos salados, estanques salados, 
medios de salinidad elevada, etc.) para producir los productos de interés (por ejemplo, isoprenoides, ácidos grasos, 
enzimas degradadoras de biomasa, etc.). En algunos casos, la fracción de floculación puede ser no funcional en 
condiciones de salinidad elevada. En estas formas de realización, la floculación se puede inducir por cualquiera de 
los métodos descritos en el presente documento y/o reduciendo la salinidad (por ejemplo, diluyendo el medio 15 
líquido). Alternativamente, la fracción de floculación puede ser funcional en condiciones de alta salinidad y la 
floculación se puede controlar por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. La floculación de 
los organismos puede tener lugar en condiciones de alta salinidad, o el medio líquido se puede diluir hasta obtener 
una salinidad inferior a fin de permitir su unión. El aislamiento de cualquier producto de interés producido por el 
organismo puede comprender la eliminación del organismo transformado del medio de alta salinidad antes de la 20 
extracción del producto del organismo. En los casos en que el producto se secreta en el medio circundante, puede 
ser necesario desalinizar el medio líquido antes de cualquier procesamiento posterior del producto. 
 
Métodos de floculación 
 25 
La presente memoria da a conocer métodos para la floculación de un organismo hospedador. Tal como se describe, 
los fracciones de floculación pueden ser extrínsecos o intrínsecos a un organismo hospedador. Las fracciones de 
floculación extrínsecas pueden incluir proteínas expresadas recombinantemente y purificadas, hidratos de carbono u 
otras moléculas biológicas capaces de unirse a la superficie celular de un NVPO. Entre las fracciones de floculación 
intrínsecas se pueden incluir proteínas de origen natural o recombinantes modificadas por ingeniería genética para 30 
que se expresen en el NVPO transformado, otros materiales biológicos, tales como hidratos de carbono de origen 
natural, lípidos, glucolípidos producidos en cantidades naturales o que se producen en una cantidad más elevada 
debido a la modificación genética del organismo transformado. Por consiguiente, se puede utilizar cualquier método 
que permita la interacción, como mínimo, de dos miembros de una pareja de floculación. 
 35 
Por ejemplo, la floculación se puede inducir mediante la adición de un miembro de una pareja de floculación, que se 
une a una fracción de floculación intrínseca (por ejemplo, una lectina que se une a una glucoproteína de la pared 
celular). La figura 2 muestra una ilustración de este enfoque con la utilización de una lectina. Algunos pasos se 
omiten en la ilustración para mayor simplicidad. Para iniciar el cultivo, se obtiene una cepa de un NVPO, tal como C. 
reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta o H. pluvialis, a partir del cultivo madre. Un cultivo madre puede ser un cultivo 40 
líquido activo o proceder de una reserva congelada. Una vez que el cultivo madre se introduce en el medio de 
cultivo, se expande mediante equipos de laboratorio a pequeña escala. En este momento, se puede hacer un 
seguimiento en el cultivo de las características de crecimiento, la salud, la contaminación u otras medidas que se 
llevan a cabo habitualmente para garantizar el correcto mantenimiento de los NVPO. También se puede llevar a 
cabo en este instante un fenotipado y/o genotipado de la cepa a fin de confirmar la identidad de la misma. Se utilizan 45 
cultivos a pequeña escala como cultivos semilla para cultivos a gran escala. El cultivo a gran escala se puede llevar 
a cabo en fotobiorreactores, estanques semicerrados, estanques abiertos o lagos (no representados en la figura 2). 
Varios lotes de un cultivo a pequeña escala se pueden sembrar en un recipiente de cultivo a gran escala. La relación 
de volumen de siembra con respecto a volumen de recepción se puede determinar en el momento de la siembra de 
acuerdo con parámetros tales como la densidad óptica y la tasa de proliferación del cultivo o cultivos a pequeña 50 
escala. Para la preparación de medios para el cultivo a gran escala, se pueden llevar a cabo una esterilización en 
autoclave, una adición de nutrientes a medios reciclados, una evaluación del estado de los medios reciclados y una 
medición del pH, la salinidad y la conductividad de los medios. Durante el cultivo a gran escala, se lleva a cabo un 
control de calidad. Los criterios de control de calidad incluyen el muestreo y el cribado de contaminación, la 
divergencia de cepas, la cinética de crecimiento, el nivel de oxígeno, el nivel de nitrógeno, la salinidad del líquido, el 55 
pH del medio líquido, el muestreo de las células en cultivo para medir el contenido de aceite, la relación peso 
seco/peso húmedo y la densidad óptica del cultivo. En una forma de realización ilustrativa, cuando la floculación se 
considera apropiada, se añade lectina. La lectina se puede comprar o preparar in situ. La producción de lectina 
recombinante se conoce en la técnica. Por ejemplo, se han descrito métodos y composiciones para producir lectina 
en microorganismos en la patente US nº 4.870.015. La lectina expresada de forma recombinante se puede purificar 60 
a homogeneidad y añadirse al cultivo del NVPO para potenciar la floculación. En algunos casos, el NVPO cultivado 
puede expresar una fracción de floculación de origen natural al que se une la lectina, o se puede modificar 
genéticamente para que produzca mayores cantidades de una fracción de floculación de origen natural, o se puede 
modificar genéticamente para que produzca una fracción de floculación exógena. También se pueden utilizar 
floculantes distintos de la lectina (no mostrados en la figura 2) como floculante individual o junto con lectinas. Tras la 65 
floculación, se cosecha la masa celular floculada del NVPO. Se pueden llevar a cabo cualquiera de entre los 
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diversos métodos de recolección conocidos en la técnica, que van desde el tamizado con un filtro hasta un 
sofisticado sistema robótico para recolectar, exprimir y compactar la masa floculada de NVPO. 
 
En la figura 3 se muestra un enfoque alternativo. Algunos pasos se omiten en la ilustración para mayor simplicidad. 
El proceso presentado comprende la utilización de un organismo modificado genéticamente (por ejemplo, un NVPO) 5 
que expresa una o más fracciones de floculación. En la figura 3, la fracción de floculación es un anticuerpo, por 
ejemplo, un anticuerpo de fragmentos variable monocatenario (scFv). Se pueden aplicar otros anticuerpos distintos 
de un anticuerpo scFv al procedimiento de floculación que se ilustra en la figura 3. Tampoco se muestran, pero son 
aplicables a los pasos ilustrados en la figura 3, las fracciones de floculación que se pueden polimerizar. Por ejemplo, 
un monómero de actina puede formar un polímero de actina. Se construye un casete de expresión que codifica un 10 
anticuerpo y se incorpora a un vector de direccionamiento apropiado para el direccionamiento al genoma nuclear. 
Este casete de expresión contiene un elemento regulador que permite la expresión del anticuerpo. Dicho elemento 
regulador puede ser un elemento constitutivamente activo que permite que se lleven a cabo constantemente las 
transcripciones del anticuerpo en la célula. El elemento regulador puede ser un elemento inducible que requiera una 
señal extrínseca para iniciar la transcripción del anticuerpo. El organismo se transforma utilizando procedimientos 15 
apropiados. Las células diana correctas se seleccionan mediante técnicas de biología molecular conocidas en la 
técnica, tales como la reacción en cadena de la polimerasa o el cribado en un medio antibiótico seleccionable. Una 
parte de las células seleccionadas se crioconservan, mientras que el resto se utiliza para iniciar un cultivo líquido a 
pequeña escala, por ejemplo, tal como se describe en la figura 2. Cuando la floculación se considera apropiada, la 
expresión de la fracción de floculación se induce proporcionando la señal de inducción extrínseca. La floculación 20 
puede ser progresiva en función de la cantidad o intensidad de la señal de inducción extrínseca. El grado de 
floculación puede estar ligado a la densidad celular si se utiliza un elemento constitutivamente activo para expresar 
la fracción de floculación. Tras la floculación, se cosecha la masa celular floculada del NVPO. Se pueden llevar a 
cabo cualquiera de entre los diversos métodos de recolección conocidos en la técnica, que van desde una simple 
tecnología de tamizado con filtro hasta un sofisticado sistema robótico para recolectar, exprimir y compactar la masa 25 
floculada de NVPO. 
 
En otros casos, un miembro de la pareja de floculación puede ser secretado por una célula hospedadora modificada 
genéticamente e inducir la floculación tras la unión con el segundo miembro de la pareja de floculación presente en 
esa o en otra célula. En otros casos, un miembro de una pareja de floculación se puede fijar sobre una fase sólida 30 
(por ejemplo, una bola, una malla, un tamiz) a fin de inducir la floculación de una cepa hospedador que expresa el 
otro miembro de la pareja de floculación. 
 
La floculación se puede inducir mediante la combinación de cultivos cultivados por separado en cualquier proporción 
comprendida entre 1:1 y 1:10, donde cada uno de los diferentes cultivos expresan un miembro de una pareja de 35 
floculación (complejo de unión de dos miembros) o un complejo de floculación (complejo de unión de tres o más 
miembros). En la figura 4 se muestra un enfoque general. Algunos pasos se omiten para mayor simplicidad. En la 
figura 4, la pareja de floculación está constituida por FhuA y pb5, expresadas en cepas cultivadas por separado, y la 
floculación se induce mediante la combinación de las cepas. En este esquema, los fracciones de floculación no son 
capaces de llevar a cabo ningún autorreconocimiento ni ninguna autopolimerización. Para flocular, al como se 40 
ilustra, estas fracciones de floculación necesitan su presencia mutua. Otras fracciones de floculación que forman una 
pareja o un complejo también se pueden aplicar al esquema ilustrado en la figura 4. La construcción del casete de 
expresión, la introducción del elemento regulador, la incorporación en un vector adecuado, las etapas de 
transformación, selección, cultivo a pequeña o gran escala u otras etapas según la presente invención se han 
descrito anteriormente. 45 
 
La floculación se puede inducir mediante la regulación inducible de la expresión de un miembro de una pareja de 
floculación, por ejemplo, por: 1) exposición de un cultivo a oscuridad y luz, donde una fracción de floculación está 
controlada por un elemento regulador inducible; 2) aumentar la temperatura del cultivo a 26ºC, 27ºC, 28ºC, 29ºC, 
30ºC, 31ºC, 32ºC, 34ºC, 35ºC, 36ºC, 37ºC, 39ºC, 40ºC, 41ºC, 42ºC o 43ºC durante un breve período comprendido 50 
entre varios segundos o varios minutos a unas pocas horas; 3) aumentar la densidad celular del cultivo a 
aproximadamente 5 x 106, 6 x 106, 7 x 106 , 8 x 106 , 9 x 106 , 1 x 107, 2 x 107, 3 x 107, 4 x 107, 5 x 107, 6 x 107, 7 x 
107, 8 x 107, 9 x 107, 1 x 108, 2 x 108, 3 x 108, 4 x 108, 5 x 108, 6 x 108, 7 x 108, 8 x 108, 9 x 108, 1 x 109, 2 x 109, 3 x 
109, 4 x 109, 5 x 109, 6 x 109, 7 x 109, 8 x 109, 9 x 109, 1 x 1010 , 2 x 1010, 3 x 1010, 4 x 1010, 5 x 1010, 6 x 1010, 7 x 
1010, 8 x 1010, 9 x 1010 células/ml o más; 4) añadir nitrógeno al cultivo, por ejemplo en forma de nitrato, durante 55 
aproximadamente 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 120 min, 135 min, 150 min, 165 min, 180 
min, 195 min, 210 min, 225 min, 240 min, 255 min, 270 min, 285 min, 300 min, 315 min, 330 min, 345 min, 360 min, 
375 min, 390 min, 405 min, 420 min, 435 min, 450 min, 465 min, 480 min, 495 min, 510 min, 525 min, 540 min, 555 
min, 570 min, 585 min, 600 min, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 24 horas o más; y/o 5) privar de nitrógeno al 
medio de cultivo durante aproximadamente 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 120 min, 135 60 
min, 150 min, 165 min, 180 min, 195 min, 210 min, 225 min, 240 min, 255 min, 270 min, 285 min, 300 min, 315 min, 
330 min, 345 min, 360 min, 375 min, 390 min, 405 min, 420 min, 435 min, 450 min, 465 min, 480 min, 495 min, 510 
min, 525 min, 540 min, 555 min, 570 min, 585 min, 600 min, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 24 horas o más. 
 
En la figura 5 se muestra un ejemplo de cultivo de dos cepas en el mismo cultivo, donde los dos miembros de una 65 
pareja de floculación se controlan de manera inducible. Algunos pasos se omiten en la ilustración para mayor 
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simplicidad. En la figura 5, la pareja de floculación comprende las dos aglutininas de tipo de apareamiento. En esta 
figura, dos cepas de C. reinhardtii están genéticamente modificadas para expresar una mayor cantidad de aglutinina 
de tipo de apareamiento (por ejemplo, cada cepa produce un miembro de la pareja de floculación), pero bajo el 
control de los elementos de origen natural sensibles a la deficiencia de nitrógeno. En el NVPO transformado, la 
aglutinina expresada se dirige a una zona más amplia del cuerpo celular que los flagelos para potenciar una 5 
floculación eficiente. El direccionamiento de la aglutinina se logra mediante la inserción de secuencias de ADN que 
codifican un péptido señal de direccionamiento a la pared celular en el casete de expresión. La inducción de la 
aglutinina se potencia por el agotamiento del nitrógeno en el medio de cultivo a medida que crecen los cultivos. El 
momento óptimo para la floculación se puede modificar aumentando o disminuyendo la cantidad de nitrógeno. Al 
llegar a la deficiencia de nitrógeno, las dos cepas empezarán a aumentar la producción de su fracción de floculación 10 
individual y se producirá la floculación. 
 
Reciclaje de los medios 
 
Una ventaja de la utilización de fracciones de floculación modificadas genéticamente y/o expresadas de forma 15 
natural, tal como se describe en el presente documento, es el reciclaje del medio líquido. El reciclaje de los medios 
(por ejemplo, medios de laboratorio, agua de estanque, agua de lago, contenido del biorreactor, etc.) es 
económicamente ventajoso, especialmente en las operaciones a gran escala. Por ejemplo, en un sistema de 
estanque de circulación controlado, el medio líquido se puede reciclar permitiendo el flujo continuo del líquido a la 
vez que se añaden continuamente nutrientes. En otra forma de realización, en un sistema de fotobiorreactor cerrado, 20 
el reciclaje puede comprender la extracción de la masa de NVPO floculada; la medición del pH de los medios; la 
medición de la cantidad de cada nutriente presente en el líquido; el ajuste de los nutrientes al nivel óptimo; la 
esterilización del líquido en autoclave; y/o la devolución de los medios para un nuevo cultivo. 
 
Debe apreciarse que la terminología utilizada en la presente memoria tiene el único propósito de describir formas de 25 
realización particulares y no pretende limitar la presente invención. A menos que se defina de otro modo, todos los 
términos técnicos y científicos utilizados en la presente memoria tienen el significado entendido comúnmente por el 
experto en la materia a la que pertenece la presente invención. Aunque en la práctica se puede utilizar cualquier 
método y cualquier material similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria para la evaluación de la 
presente invención, en la presente memoria se describen ejemplos específicos de materiales y métodos adecuados. 30 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, ha de interpretarse que las formas 
singulares “un”, “una” y “el”, “la” cubren los referentes en singular y en plural, a menos que el contenido o el contexto 
indique claramente lo contrario. Así, por ejemplo, la referencia a un “polipéptido” incluye dos o más de dichos 
polipéptidos. Los términos “que comprenden”, “que tienen”, “que incluyen” y “que contienen” deben interpretarse 35 
como términos indefinidos (es decir, con el significado “que incluyen, pero no se limitan a”), a menos que se indique 
lo contrario. 
 
La enumeración de intervalos de valores en el presente documento pretende únicamente servir como método 
abreviado para referirse individualmente a cada valor por separado que cae dentro del intervalo, a menos que se 40 
indique lo contrario en el presente documento, y cada valor por separado se incorpora a la presente descripción 
como si estuviera enumerado individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en la 
presente memoria se pueden llevar a cabo en cualquier orden adecuado, a menos que se indique lo contrario o que 
esto quede claramente contradicho de algún modo por el contexto. La utilización de cualquiera y de todos los 
ejemplos, o de expresiones ilustrativas (por ejemplo, “tal como”), en el presente documento, está destinada 45 
únicamente a describir mejor la invención, y no supone ninguna limitación en el alcance de la presente invención, a 
menos que se reivindique lo contrario. Ninguna expresión de la presente memoria debe interpretarse como 
indicadora de que un elemento cualquiera no reivindicado es esencial para la práctica de la presente invención. Los 
encabezamientos utilizados en la descripción de la presente invención se incluyen únicamente para mayor 
comodidad, y no pretenden limitar el alcance de la presente memoria. 50 
 
En general, la nomenclatura utilizada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio referidos a 
cultivo celular, genética molecular, biología molecular, química de los ácidos nucleicos y química de las proteínas 
que se describen a continuación son bien conocidos y habitualmente utilizados por los expertos en la técnica. Según 
la presente invención, el experto en la materia puede utilizar técnicas comunes de ADN recombinante, técnicas de 55 
biología molecular, técnicas de genética molecular y técnicas de microbiología. Por ejemplo, técnicas como las 
descritas en Sambrook, Goeddel, supra, y CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, F. M. Ausubel et 
al, eds., Current Protocols, joint venture entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc. (1994, 
complementado hasta 1999) (en adelante, “Ausubel”), DNA CLONING: A PRACTICAL APPROACH, vols. I-II (Glover 
ed. 1985); Animal Cell Culture (Freshney ed. 1986) se pueden utilizar para métodos de ácidos nucleicos 60 
recombinantes, síntesis de ácidos nucleicos, métodos de clonación, métodos de cultivo celular, transfección y 
transformación, e incorporación de transgenes, por ejemplo, electroporación, inyección, pistola de genes, impresión 
a través de la piel y lipofección. En general, la síntesis de oligonucleótidos y las etapas de purificación se llevan a 
cabo según las especificaciones. Las técnicas y procedimientos se llevan a cabo generalmente según métodos 
convencionales en la técnica y según diversas referencias generales indicadas a lo largo del presente documento. 65 
Se cree que dichos procedimientos son bien conocidos por el experto en la materia y se indican para mayor 
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comodidad del lector. 
 
Aunque en la presente memoria se han mostrado y descrito determinadas formas de realización, el experto en la 
materia sabrá apreciar que dichas formas de realización se indican únicamente a título ilustrativo. El experto en la 
materia sabrá reconocer numerosas variaciones, modificaciones y sustituciones que pueden llevarse a cabo sin 5 
apartarse de la invención. Debe apreciarse que pueden utilizarse diversas alternativas a las formas de realización 
descritas en el presente documento a la hora de poner en práctica la presente invención. Se pretende que las 
siguientes reivindicaciones definan el alcance de la presente invención y que los métodos y estructuras incluidos 
dentro del alcance de estas reivindicaciones y sus equivalentes queden cubiertos de este modo. 
 10 
Ejemplos  
 
Ejemplo 1. Producción de lectinas recombinantes en E. coli 
 
Se introdujeron ácidos nucleicos que codificaban lectinas en E. coli. El ADN transformante se muestra gráficamente 15 
en la figura 1A. En este ejemplo, el segmento etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica las lectinas de H. 
pomatia (SEC ID nº: 1), L. culinaris, T. vulgaris (SEC ID nº: 2) o C. ensiformis. El segmento etiquetado “5’UTR” es el 
promotor T7 y el segmento etiquetado “3’UTR” es el terminador T7. Una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un 
sitio de escisión de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo FLAG se diseñaron en el 
extremo 3’ del gen para facilitar los estudios de caracterización y visualización. Todas las manipulaciones de ADN 20 
realizadas en la construcción de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en 
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, 
Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 
El ADN transformante se introdujo en células BL21(DE3)pLysS competentes (Invitrogen) según las instrucciones del 25 
fabricante. En resumen, las colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent 
(Novagen) y las proteínas etiquetadas con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según 
las instrucciones del fabricante. Las colonias se cultivaron en 5 ml de caldo de Luria (LB) en presencia de 50 µg/ml 
de kanamicina. Se centrifugaron 100 µl del cultivo a OD600 = 1 y se eliminó el sobrenadante. Los gránulos se lisaron 
mediante resuspensión de las células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A 30 
continuación, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% 
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según 
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) 
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa 
de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se 35 
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo 
Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). 
 
Para determinar la actividad de las lectinas recombinantes, se cultivaron 4 l de cada cepa y se cosecharon por 
centrifugación a 5000 x g durante 15 minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en 40 
presencia de inhibidores de la proteasa. Los gránulos se resuspendieron en 35 ml de 1x solución salina tamponada 
con Tris (TBS) y se sonicó a una potencia del 30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 30 segundos. A 
continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. El 
sobrenadante se transfirió y se aplicó 1 ml de resina de Ni-NTA (Qiagen) durante 1 hora. La resina se recogió, se 
lavó con 30 volúmenes de columna de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y se eluyó con 5 ml de TBS e 45 
imidazol 400 mM a pH 7,5. A continuación, el eluato se concentró hasta una concentración final de 5 mg/ml 
utilizando Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Millipore). A continuación, la proteína purificada se conjugó con 
FITC (isotiocianato de fluoresceína) utilizando un kit de etiquetado de FITC (Thermo Scientific) según las 
instrucciones del fabricante. A continuación, las células de Chlamydomonas reinhardtii y Scenedesmus dimorphus 
se mezclaron con la proteína marcada con FITC para mostrar su actividad. Los resultados de varias lectinas 50 
representativas se muestran en la figura 6. 
 
Ejemplo 2. Producción de proteínas de fusión de sup ercóntigo y lectina en E. coli 
 
Se fusionaron los ácidos nucleicos que codifican las lectinas de H. pomatia y L. culinaris en proteínas supercóntigo 55 
de híbrido lipoproteína-proteína A de la membrana externa (Lpp-OmpA) o el β-autotransportador de Neisseria 
gonorrea (SEC ID nº: 3; SEC ID nº: 4; SEC ID nº: 5) en E. coli. El ADN transformante se muestra gráficamente en la 
figura 1B. En este ejemplo, el segmento etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica la lectina de H. pomatia. El 
segmento etiquetado “Transgén 2” es el gen que codifica la lectina de L. culinaris. El segmento etiquetado “5’UTR” 
es el promotor T7, el segmento etiquetado “3’UTR” es el terminador T7, el segmento etiquetado “Supercóntigo 1” es 60 
Lpp-OmpA y el segmento etiquetado “Supercóntigo 2” es el β-autotransportador. Se diseñaron una etiqueta de 
afinidad de metales (MAT), un sitio de escisión de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo 
FLAG entre el transgén y el supercóntigo. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construcción de este 
ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 65 
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El ADN transformante se introdujo en células BL21(DE3)pLysS competentes (Invitrogen) según las instrucciones del 
fabricante. En resumen, las colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent 
(Novagen) y las proteínas etiquetadas con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según 
las instrucciones del fabricante. Las colonias se cultivaron en 5 ml de caldo de Luria (LB) en presencia de 50 µg/ml 
de kanamicina. Se centrifugaron 100 µl del cultivo a OD600 = 1 y se eliminó el sobrenadante. Los gránulos se lisaron 5 
mediante resuspensión de las células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A 
continuación, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% 
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según 
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) 
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa 10 
de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se 
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo 
Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). 
 
Para determinar si la fusión lectina-supercóntigo estaba correctamente insertada en la membrana plasmática, se 15 
realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 25 ml de un cultivo de OD600 = 1 a 5000 x g durante 10 
minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los 
gránulos se resuspendieron en 3 ml de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y se sonicó a una potencia del 
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g 
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteínas 20 
citosólicas) se extrajo con cuidado y se centrifugó a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 (Beckman) durante 20 
minutos para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteínas citosólicas). A continuación, 
las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se 
transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las 
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo 25 
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano 
picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron 
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y 
se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los resultados se muestran en la figura 8. 
 30 
Con el fin de caracterizar la actividad de la proteína de unión a azúcar que se presenta en la superficie celular, se 
llevaron a cabo experimentos de sedimentación. La E. coli transformada para producir una proteína de fusión 
compuesta de la lectina de L. culinaris y la proteína supercóntigo β-autotransportador se cultivó hasta una OD600 = 
1,6. El cultivo se centrifugó y los gránulos se resuspendieron hasta una OD600 = 30 utilizando medio TAP. Se 
añadieron cantidades variables de cultivo (0 µl, 5 µl, 10 µl, 20 µl, 40 µl, 100 µl, 250 µl y 500 µl, correspondientes a 35 
una OD600 final = 0, 0,02, 0,04, 0,08, 0,160, 0,400, 1,00, 2,00) a 7 ml de S. dimorphus cultivada en medio TAP. Se 
añadieron 500 µL de BL21(DE3) a 7 ml de S. dimorphus como control negativo. Las mezclas se agitaron 
suavemente durante 30 minutos antes de la sedimentación. Se tomaron fotografías (figura 8) en los instantes 0 y 90 
minutos a fin de visualizar la actividad. 
 40 
Ejemplo 3. Producción de fusiones supercóntigo-scFv  en E. coli 
 
Un anticuerpo de fragmentos variables monocatenarios (scFv) contra antígenos de superficie de algas se fusionó en 
proteínas supercóntigo de híbrido lipoproteína-proteína A de la membrana externa (Lpp-OmpA) y se introdujo en E. 
coli (SEC ID nº: 16). El ADN transformante se muestra gráficamente en la figura 1C. En este ejemplo, el segmento 45 
etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica scFv5. El segmento etiquetado “5’UTR” es el promotor T7, el 
segmento etiquetado “3’UTR” es el terminador T7, el segmento etiquetado “Supercóntigo 1” es Lpp-OmpA. Se 
diseñaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escisión de la proteasa del virus del grabado del 
tabaco (TEV) y un epítopo FLAG entre el transgén y el supercóntigo. Todas las manipulaciones de ADN realizadas 
en la construcción de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook 50 
et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. 
Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 
El ADN transformante se introdujo en células BL21(DE3)pLysS competentes (Invitrogen) según las instrucciones del 
fabricante. En resumen, las colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent 55 
(Novagen) y las proteínas etiquetadas con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según 
las instrucciones del fabricante. Las colonias se cultivaron en 5 ml de caldo de Luria (LB) en presencia de 50 µg/ml 
de kanamicina. Se centrifugaron 100 µl del cultivo a OD600 = 1 y se eliminó el sobrenadante. Los gránulos se lisaron 
mediante resuspensión de las células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A 
continuación, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% 60 
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según 
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) 
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa 
de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se 
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo 65 
Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). 
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Para determinar si la fusión LppOmpA-scFv estaba correctamente insertada en la membrana plasmática, se 
realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 25 ml de un cultivo de OD600 = 1 a 5000 x g durante 10 
minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los 
gránulos se resuspendieron en 3 ml de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y se sonicó a una potencia del 5 
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g 
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteínas 
citosólicas) se extrajo con cuidado y se centrifugó a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 (Beckman) durante 20 
minutos para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteínas citosólicas). A continuación, 
las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se 10 
transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las 
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo 
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano 
picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron 
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y 15 
se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de un constructo representantivo 
de la fusión LppOmpA-scFv5 se muestran en la figura 9. 
 
Ejemplo 4. Producción de lectinas secretadas, recom binantes, en P. pastoris 
 20 
Los ácidos nucleicos que codifican lectinas, tales como las de H. pomatia, L. culinaris, T. vulgaris y C. ensiformis se 
pueden introducir en P. pastoris. El ADN transformante se muestra gráficamente en la figura 1A. En este ejemplo, el 
segmento etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica las lectinas de H. pomatia, (SEC ID nº: 1), L. o vulgaris 
(SEC ID nº: 2) o C. ensiformis. El segmento etiquetado “5’UTR” es el promotor AOX1 y el segmento etiquetado 
“3’UTR” es el terminador AOX1. Una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escisión de la proteasa del 25 
virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo FLAG se diseñaron en el extremo 3’ del gen para facilitar los 
estudios de caracterización y visualización. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construcción de este 
ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 30 
El ADN transformante se clonó en el vector pPIC9K (Invitrogen), con lo que se introdujo el péptido señal del factor 
alfa en el extremo 5’ para facilitar la secreción, y se introdujo en células GS115 competentes (Invitrogen) según las 
instrucciones del fabricante. Para determinar si las lectinas recombinantes se expresaban, 1 l de cada cepa se 
cultivó y se centrifugó a 5000 x g durante 15 minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en 
presencia de inhibidores de la proteasa. 1 ml de resina de Ni-NTA (Qiagen) se aplicó a los medios gastados durante 35 
1 hora. La resina se recogió, se lavó con 30 volúmenes de columna de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) 
y se eluyó con 5 ml de TBS e  imidazol 400 mM a pH 7,5. A continuación, el eluato se concentró hasta una 
concentración final de 5 mg/ml utilizando Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Millipore). Las lectinas 
representativas secretadas por P. pastoris se etiquetan y se muestran en la figura 10. 
 40 
Ejemplo 5. Producción de proteínas de fusión de sup ercóntigo y lectina en P. pastoris 
 
Los ácidos nucleicos que codifican las lectinas de H. pomatia, L. culinaris y T. vulgaris se fusionaron a proteínas 
supercóntigo, tales como Pirla (SEC ID nº: 6; SEC ID nº: 7) de S. cerevisiae, Pirlb (SEC ID nº: 8) de S. cerevisiae, la 
floculina Flo1p y la aglutinina Aga1p. Todas las fusiones, excepto las que tienen Flo1p, son una fusión N-terminal de 45 
colocación de la lectina 5’ del supercóntigo. Una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escisión de la 
proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo FLAG se diseñaron en el conector entre los dos genes 
para facilitar los estudios de caracterización y visualización. El ADN transformante se muestra gráficamente en la 
figura 1B. En este ejemplo, el segmento etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica la lectina de H. pomatia. El 
segmento etiquetado “Transgén 2” es el gen que codifica la lectina de L. culinaris. El segmento etiquetado “5’UTR” 50 
es el promotor AOX1, el segmento etiquetado “3’UTR” es el terminador AOX1, el segmento etiquetado “Supercóntigo 
1” es Pirla, Pirlb o Aga1p, y el segmento etiquetado “Supercóntigo 2” es la Flo1p. Todas las manipulaciones de ADN 
realizadas en la construcción de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en 
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, 
Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 55 
 
El ADN transformante se clonó en el vector pPIC9K (Invitrogen), con lo que se introdujo el péptido señal del factor 
alfa en el extremo 5’ para facilitar la secreción, y se introdujo en células GS115 competentes (Invitrogen) según las 
instrucciones del fabricante. Las colonias se cribaron para la expresión según las instrucciones del fabricante. A 
continuación, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% 60 
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según 
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) 
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa 
de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se 
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo 65 
Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los datos representativos que 
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muestran Pir1b-lectina de H. pomatia (1), Pirlb-lectina de L. culinaris (2) y Pirla-lectina de T. vulgaris (3) a partir de 
los estudios de expresión se muestran en la figura 11. 
 
Para determinar si la fusión lectina-supercóntigo está correctamente insertada en la membrana plasmática, se 
realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 25 ml de un cultivo de OD600 = 1 a 5000 x g durante 10 5 
minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los 
gránulos se resuspendieron en 3 ml de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y se sonicó a una potencia del 
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g 
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteínas 
citosólicas) se extrajo con cuidado y se centrifugó a 540000 x g en un rotor TLA100.3 (Beckman) durante 20 minutos 10 
para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteínas citosólicas). A continuación, las 
muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se 
transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las 
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo 
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano 15 
picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron 
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y 
se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de un constructo representativo 
de fusión, la fusión Pirla-lectina de T. vulgaris, se muestran en la figura 12. 
 20 
Ejemplo 6. Transformación nuclear de C. reinhardtii con un ácido nucleico que codifica un marcador de 
resistencia fusionado y gen que codifica una proteí na de fusión lectina-Fas1.  
 
Un ácido nucleico que codificaba una lectina de L. culinaris, L. culinaris truncada y E. cristagalli fusionada a Fas1 de 
C. reinhardtii se introdujo en C. reinhardtii (SEC ID nº: 9, SEC ID nº: 10, SEC ID nº: 11). El ADN transformante se 25 
muestra gráficamente en la figura 1D. El segmento etiquetado “Transgene” es el gen que codifica lectina-Fas1, el 
segmento etiquetado “5’UTR” es el 5’ UTR de HSP70/rbcS2 de C. reinhardtii con intrones, el segmento etiquetado 
“Selection Marker” es un gen de resistencia a la bleomicina, el segmento etiquetado CM (fracción de escisión) es la 
proteasa viral 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV), el segmento etiquetado “Targeting Signal” es un péptido señal 
que se dirige a la proteína para la presentación en la superficie celular, el segmento etiquetado “Anchoring Domain” 30 
es un dominio de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que une covalentemente la proteína lectina-Fas1 a la 
superficie de la célula, y el segmento etiquetado “3’UTR” es el 3’UTR de rbcS2 de C. reinhardtii. Las regiones de 
codificación del gen de resistencia a la bleomicina, 2A y lectina-Fas1 están unidos físicamente en el mismo marco de 
lectura, lo que da lugar a un único ORF quimérico. Se diseñaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio 
de escisión de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo FLAG en la unión entre la lectina y 35 
Fas1 mediante técnicas estándar. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construcción de este ADN 
transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 
Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa 21gr de C. reinhardtii. Las 40 
células se cultivaron y se transformaron mediante electroporación. Las células se cultivaron hasta la fase 
semilogarítmica (aproximadamente 2-6 x 106 células/ml). Se añadió Tween-20 a cultivos celulares hasta una 
concentración del 0,05% antes de la recolección para evitar que las células se adhirieran a los tubos de 
centrifugación. Las células se centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el 
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 µg a 2 µg de 45 
ADN transformante con ~ 1 x 108 células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporación. Se llevó a cabo 
la electroporación con la capacitancia fijada en 25 µF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante 
de tiempo de 10-14 ms. Tras la electroporación, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20 
min. Las células se transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente 
durante 12-16 horas con agitación continua. A continuación, las células se recolectaron por centrifugación a entre 50 
2000 x g y 5000 x g y se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. 0,25 ml de células se 
sembraron en placas en medio TAP + bleomicina 20 µg/ml. Todas las transformaciones se llevaron a cabo bajo 
selección de bleomicina (20 µg/ml), donde la resistencia la proporcionaba el gen codificado por el segmento de la 
figura 1D etiquetado “Selection Marker”. Las cepas transformadas se mantuvieron en presencia de bleomicina para 
evitar la pérdida del ADN exógeno. 55 
 
Las colonias cultivadas en presencia de bleomicina se cribaron mediante transferencia puntual. En resumen, las 
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteínas etiquetadas 
con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según las instrucciones del fabricante. Tras 
la exposición a las proteínas, las bolas se lavaron tres veces con 150 µl de 1X solución salina tamponada con Tris 60 
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteínas fueron liberadas de las bolas mediante 150 
µl de EDTA 20 µM, Tris-HCl 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 µl de eluidos se sometieron a transferencia 
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block 
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y 
peroxidasa de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las 65 
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West 
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Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que 
mostraron resultados positivos en el análisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western. 
 
Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspensión de las 
células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuación, las muestras se 5 
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a 
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las instrucciones del 
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se 
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano picante 
(Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces 10 
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron 
imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de tres cepas se muestran en la figura 13. 
 
Para determinar si la fusión lectina-Fas1 estaba correctamente insertada en la membrana plasmática en una 
orientación en la que la lectina se presenta externamente, se realizaron aislamientos de la membrana. Se 15 
centrifugaron 100 ml de un cultivo con un mínimo de 1 x 107 células/ml a 5000 x g durante 10 minutos. Todas las 
manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los gránulos se 
resuspendieron en 3 ml de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y se sonicó a una potencia del 30% usando 
una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g durante 30 
minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteínas citosólicas) 20 
se extrajo con cuidado y se centrifugó a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 (Beckman) durante 20 minutos para 
separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteínas citosólicas). A continuación, las muestras 
se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a 
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las instrucciones del 
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se 25 
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano picante 
(Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces 
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron 
imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de varios constructos de fusión se muestran 
en la figura 14. Como era de esperar por el modo de anclaje a la membrana, sigue existiendo una cantidad 30 
significativa de proteína en la fracción citosólica/soluble. Sin embargo, también hay proteína en la fracción de 
membrana. En la figura 15 se puede observar el efecto de la presencia del constructo de proteína de fusión Fas1-
lectina de E. cristagalli en la sedimentación. 
 
Ejemplo 7. Transformación nuclear de C. reinhardtii con un ácido nucleico que codifica un marcador de 35 
resistencia fusionado y gen que codifica una proteí na de fusión lectina-GP1.  
 
Un ácido nucleico que codificaba una lectina de H. pomatia y L. culinaris fusionada a GP1 de C. reinhardtii se 
introdujo en C. reinhardtii (SEC ID nº: 12, SEC ID nº: 13). El ADN transformante se muestra gráficamente en la figura 
1E. El segmento etiquetado “Transgene” es el gen que codifica lectina-GP1, el segmento etiquetado 40 
“Promoter/5’UTR” es el 5’ UTR de HSP70/rbcS2 de C. reinhardtii con intrones, el segmento etiquetado “Selectable 
Marker” es un gen de resistencia a la bleomicina, el segmento etiquetado CM (fracción de escisión) es la proteasa 
viral 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV), el segmento etiquetado “Targeting Signal” es un péptido señal que se 
dirige a la proteína para la presentación en la superficie celular, el segmento etiquetado “Anchoring Domain” es un 
dominio de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que une covalentemente la proteína lectina-Fas1 a la superficie 45 
de la célula, y el segmento etiquetado “3’UTR” es el 3’UTR de rbcS2 de C. reinhardtii. Las regiones de codificación 
del gen de resistencia a la bleomicina, 2A y lectina-GP1 están unidos físicamente en el mismo marco de lectura, lo 
que da lugar a un único ORF quimérico. Se diseñaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de 
escisión de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo FLAG en la unión entre la lectina y GP1 
mediante técnicas estándar. Otro epítopo FLAG está codificado en el extremo 3’ del transgén. Todas las 50 
manipulaciones de ADN realizadas en la construcción de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente 
tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 
Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa 21gr de C. reinhardtii. Las 55 
células se cultivaron y se transformaron mediante electroporación. Las células se cultivaron hasta la fase 
semilogarítmica (aproximadamente 2-6 x 106 células/ml). Se añadió Tween-20 a cultivos celulares hasta una 
concentración del 0,05% antes de la recolección para evitar que las células se adhirieran a los tubos de 
centrifugación. Las células se centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el 
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 µg a 2 µg de 60 
ADN transformante con ~ 1 x 108 células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporación. Se llevó a cabo 
la electroporación con la capacitancia fijada en 25 µF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante 
de tiempo de 10-14 ms. Tras la electroporación, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20 
min. Las células se transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente 
durante 12-16 horas con agitación continua. A continuación, las células se recolectaron por centrifugación a entre 65 
2000 x g y 5000 x g y se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. 0,25 ml de células se 
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sembraron en placas en medio TAP + bleomicina 20 µg/ml. Todas las transformaciones se llevaron a cabo bajo 
selección de bleomicina (20 µg/ml), donde la resistencia la proporcionaba el gen codificado por el segmento de la 
figura 1E etiquetado “Selection Marker”. Las cepas transformadas se mantuvieron en presencia de bleomicina para 
evitar la pérdida del ADN exógeno. 
 5 
Las colonias cultivadas en presencia de bleomicina se cribaron mediante transferencia puntual. En resumen, las 
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteínas etiquetadas 
con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según las instrucciones del fabricante. Tras 
la exposición a las proteínas, las bolas se lavaron tres veces con 150 µl de 1X solución salina tamponada con Tris 
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteínas fueron liberadas de las bolas mediante 150 10 
µl de EDTA 10 µM, Tris-HCl 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 µl de eluidos se sometieron a transferencia 
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block 
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y 
peroxidasa de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las 
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West 15 
Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que 
mostraron resultados positivos en el análisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western. 
 
Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspensión de las 
células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuación, las muestras se 20 
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a 
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las instrucciones del 
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se 
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano picante 
(Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces 25 
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron 
imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Una pequeña cantidad de fusión intacta (marcador de 
resistencia a la bleomicina fusionado con GP1-lectina) es traducida por las células; como el marcador de resistencia 
forma un dímero, estos productos migran a un peso molecular más alto. La figura 16 indica que se produjeron 
fusiones GP1-lectina que comprendían lectinas de H. pomatia y L. culinaris en C. reinhardtii. 30 
 
Para determinar si las fusiones lectina-GP1 estaban correctamente insertadas en la membrana plasmática en una 
orientación en la que la lectina se presenta externamente, se realizaron aislamientos de la membrana. Se 
centrifugaron 100 ml de un cultivo con un mínimo de 1 x 107 células/ml a 5000 x g durante 10 minutos. Todas las 
manipulaciones posteriores se realizaron a 4ºC y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los gránulos se 35 
resuspendieron en 3 ml de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y urea 2M y se sonicó a una potencia del 
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g 
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteínas 
citosólicas) se extrajo con cuidado y se centrifugó a 540000 x g en un rotor TLA100.3 (Beckman) durante 20 minutos 
para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteínas citosólicas). A continuación, las 40 
muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) en presencia 
de urea 2M y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) 
según las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) 
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa 
de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se 45 
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo 
Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Los resultados mostrados en la 
figura 17 demuestran la presencia de GP1-lectina de H. pomatia en la fracción de membrana. En la figura 18 se 
puede observar el efecto de la presencia del constructo GP1-lectina de H. pomatia en la sedimentación. 
 50 
Ejemplo 8. Transformación nuclear de C. reinhardtii con un ácido nucleico que codifica un marcador de 
resistencia fusionado y gen que codifica una proteí na de fusión Fas1-scFv.  
 
Un ácido nucleico que codificaba un anticuerpo/fragmento variable monocatenario (scFv5) fusionado a Fas1 se 
introdujo en C. reinhardtii (SEC ID nº: 14). El ADN transformante se muestra gráficamente en la figura 1D. El 55 
segmento etiquetado “Transgene” es el gen que codifica scFv5-Fas1, el segmento etiquetado “Promoter/5’UTR” es 
el 5’ UTR de HSP70/rbcS2 de C. reinhardtiii con intrones, el segmento etiquetado “Selectable Marker” es un gen de 
resistencia a la bleomicina, el segmento etiquetado CM (fracción de escisión) es la proteasa viral 2A del virus de la 
fiebre aftosa (FMDV), el segmento etiquetado “Targeting Signal” es un péptido señal que se dirige a la proteína para 
la presentación en la superficie celular, el segmento etiquetado “Anchoring Domain” es un dominio de anclaje de 60 
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que une covalentemente la proteína scFv-Fas1 a la superficie de la célula, y el 
segmento etiquetado “3’UTR” es el 3’UTR de rbcS2 de C. reinhardtii. Las regiones de codificación del gen de 
resistencia a la bleomicina, 2A y lectina-Fas1 están unidos físicamente en el mismo marco de lectura, lo que da lugar 
a un único ORF quimérico. Se diseñaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escisión de la 
proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epítopo FLAG en la unión entre scFv5 y Fas1 mediante 65 
técnicas estándar. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construcción de este ADN transformante se 
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llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 
(Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 
Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa 21gr de C. reinhardtii. Las 
células se cultivaron y se transformaron mediante electroporación. Las células se cultivaron hasta la fase 5 
semilogarítmica (aproximadamente 2-6 x 106 células/ml). Se añadió Tween-20 a cultivos celulares hasta una 
concentración del 0,05% antes de la recolección para evitar que las células se adhirieran a los tubos de 
centrifugación. Las células se centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el 
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 µg a 2 µg de 
ADN transformante con ~ 1 x 108 células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporación. Se llevó a cabo 10 
la electroporación con la capacitancia fijada en 25 µF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante 
de tiempo de 10-14 ms. Tras la electroporación, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20 
min. Las células se transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente 
durante 12-16 horas con agitación continua. A continuación, las células se recolectaron por centrifugación a entre 
2000 x g y 5000 x g y se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. 0,25 ml de células se 15 
sembraron en placas en medio TAP + bleomicina 20 µg/ml. Todas las transformaciones se llevaron a cabo bajo 
selección de bleomicina (20 µg/ml), donde la resistencia la proporcionaba el gen codificado por el segmento de la 
figura 1D etiquetado “Selection Marker”. Las cepas transformadas se mantuvieron en presencia de bleomicina para 
evitar la pérdida del ADN exógeno. 
 20 
Las colonias cultivadas en presencia de bleomicina se cribaron mediante transferencia puntual. En resumen, las 
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteínas etiquetadas 
con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según las instrucciones del fabricante. Tras 
la exposición a las proteínas, las bolas se lavaron tres veces con 150 µl de 1X solución salina tamponada con Tris 
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteínas fueron liberadas de las bolas mediante 150 25 
µl de EDTA 10 µM, Tris-HCl 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 µl de eluidos se sometieron a transferencia 
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block 
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y 
peroxidasa de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las 
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West 30 
Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que 
mostraron resultados positivos en el análisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western. 
 
Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspensión de las 
células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuación, las muestras se 35 
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a 
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las instrucciones del 
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se 
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano picante 
(Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces 40 
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron 
imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). En la figura 19 se muestran los resultados de Ia colonia (y el 
control de tipo natural). Una pequeña cantidad de fusión intacta (marcador de resistencia a la bleomicina fusionado 
con scFv5-Fas1) es traducida por las células; como el marcador de resistencia forma un dímero, estos productos 
migran a un peso molecular más alto. Los resultados indican que la proteína de fusión scFv-Fas1 estaba siendo 45 
producida a partir de las cepas. 
 
Para determinar si la fusión scFv5-Fas1 estaba correctamente insertada en la membrana plasmática en una 
orientación en la que se presenta externamente, se realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 100 
ml de un cultivo con un mínimo de 1 x 107 células/ml a 5000 x g durante 10 minutos. Todas las manipulaciones 50 
posteriores se realizaron a 4ºC y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los gránulos se resuspendieron en 3 ml 
de 1x solución salina tamponada con Tris (TBS) y se sonicó a una potencia del 30% usando una macroaguja 
durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuación, la solución se centrifugó a 30000 x g durante 30 minutos para 
eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteínas citosólicas) se extrajo con 
cuidado y se centrifugó a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 durante 20 minutos para separar las sustancias 55 
insolubles (membranas) de las solubles (proteínas citosólicas). A continuación, las muestras se hirvieron y se 
hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF 
utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las instrucciones del fabricante. Las membranas se 
bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con 
conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en 60 
tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato 
quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD 
(Alpha Innotech). En la figura 20 se muestran los resultados de un aislamiento de membrana de scFv-Fas1. 
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Ejemplo 9. Expresión inducible por nitrato de una f racción de floculación en C. reinhardtii. 
 
En este ejemplo, se introdujo un ácido nucleico que codificaba una lectina de H. pomatia en C. reinhardtii (SEC ID 
nº: 15). El ADN transformante se muestra gráficamente en la figura 1F. El segmento etiquetado “Transgene” es un 
gen que codifica lectina, el segmento etiquetado “5’UTR” es la nitrato reductasa 5’ UTR de C. reinhardtii, el 5 
segmento etiquetado “Selectable Marker” es el gen de la nitrato reductasa, el segmento etiquetado “CM” (fracción de 
escisión) es la proteasa viral 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV) y el segmento etiquetado 3’UTR es el 3’UTR de 
la nitrato reductasa de C. reinhardtii. Las regiones de codificación de nitrato reductasa, 2A y lectina de H. pomatia 
están unidas físicamente en el mismo marco de lectura, lo que da lugar a un único ORF quimérico. Se diseñaron una 
etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escisión de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y 10 
un epítopo FLAG en el extremo 3’ de la lectina mediante técnicas estándar. Todas las manipulaciones de ADN 
realizadas en la construcción de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en 
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, 
Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998. 
 15 
Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa Nit1-305 de C. reinhardtii, 
deficiente en nitrato reductasa funcional, procedente del centro de investigación de Chlamydomonas. Las células se 
cultivaron y se transformaron mediante electroporación. Las células se cultivaron hasta la fase semilogarítmica 
(aproximadamente 2-6 x 106 células/ml). Se añadió Tween-20 a cultivos celulares hasta una concentración del 
0,05% antes de la recolección para evitar que las células se adhirieran a los tubos de centrifugación. Las células se 20 
centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el sobrenadante y las células se 
resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 µg a 2 µg de ADN transformante con ~ 1 x 108 
células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporación. Se llevó a cabo la electroporación con la 
capacitancia fijada en 25 µF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante de tiempo de 10-14 ms. 
Tras la electroporación, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20 min. Las células se 25 
transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente durante 12-16 horas 
con agitación continua. A continuación, las células se recolectaron por centrifugación a entre 2000 x g y 5000 x g y 
se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. Se sembraron en placas 0,25 ml de células con 
medio TAP - NH4Cl + KNO3 7,4 mM. Todas las transformaciones se llevaron a cabo en presencia de KNO3 7,4 mM, 
donde la capacidad de utilizar el NO3 como única fuente de nitrógeno es proporcionada por la nitrato reductasa. Las 30 
cepas transformadas se mantuvieron en presencia de KNO3 para evitar la pérdida del ADN exógeno. 
 
Las colonias cultivadas en TAP - NH4Cl + KNO3 7,4 mM se cribaron por transferencia puntual. En resumen, las 
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteínas etiquetadas 
con MAT se separaron utilizando partículas de Ni MagneHis (Promega) según las instrucciones del fabricante. Tras 35 
la exposición a las proteínas, las bolas se lavaron tres veces con 150 µl de 1X solución salina tamponada con Tris 
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteínas fueron liberadas de las bolas mediante 150 
µl de EDTA 20 µM, Tris-HCl 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 µl de eluidos se sometieron a transferencia 
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block 
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y 40 
peroxidasa de rábano picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las 
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West 
Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que 
mostraron resultados positivos en el análisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western. 
 45 
Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspensión de las 
células en 50 µl de tampón de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuación, las muestras se 
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a 
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las instrucciones del 
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se 50 
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano picante 
(Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces 
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron 
imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). 
 55 
A fin de caracterizar la capacidad de inducción de la expresión, se cultivaron 50 ml de la cepa Nit-2A-lectina de H. 
pomatia en medio TAP con luz. Cuando la densidad del cultivo celular alcanzó el valor 1 x 106 células/ml, el cultivo 
se dividió en dos muestras de 25 mL. Cada una se centrifugó a 5000 x g durante 10 minutos. Se extrajo el 
sobrenadante y una muestra se resuspendió en 25 ml de TAP. La otra muestra se resuspendió en 25 ml de TAP - 
NH4Cl + KNO3 7,4 mM. Se centrifugaron 20 x 106 células y se congelaron en los instantes 0, 12 horas y 24 horas. 60 
Estas muestras se procesaron y las proteínas etiquetadas con MAT se separaron utilizando de partículas de Ni 
MagneHis (Promega) según las instrucciones del fabricante. Tras la exposición a las proteínas, las bolas se lavaron 
tres veces con 150 µl de 1X solución salina tamponada con Tris con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura 
ambiente. Las proteínas se liberaron de las bolas mediante 150 µl de EDTA 20 µM, Tris-HCl 25 mM, pH 7,0, NaCl 
400 mM. Se añadieron 50 µl de tampón de muestra 4X SDS con agente reductor (BioRad). A continuación, las 65 
muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se 
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transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) según las 
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampón de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo 
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratón y peroxidasa de rábano 
picante (Sigma) diluido a razón de 1:3000 en tampón Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron 
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y 5 
se tomaron imágenes utilizando una cámara CCD (Alpha Innotech). La inducción de la expresión de lectina de H. 
pomatia es muy significativa, tal como se muestra en la figura 21. 
 
Ejemplo 10. Floculación inducida por privación de n itrógeno y mediada por fenotipo de apareamiento de 
Chlamydomonas reinhardtii 10 
 
En este ejemplo, las dos cepas de Chlamydomonas reinhardtii 21gr y 6145c, que representan los dos tipos de 
apareamiento más (MT+) y menos (MT-), respectivamente, se cultivaron en medios tris-acetato-fosfato (TAP) hasta 
5 x 106 células/ml. Se centrifugó 1 l de cada cultivo a 5000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se extrajo y los 
gránulos se resuspendieron en 1 l de medio TAP sin cloruro de amonio (TAP - NH4Cl). El cultivo se centrifugó de 15 
nuevo para lavar el cloruro de amonio residual a 5000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se extrajo y los 
gránulos se resuspendieron en 1 l de medio TAP - NH4Cl). El cultivo se centrifugó de nuevo a 5000 x g durante 10 
minutos. Los gránulos se resuspendieron en 1 l de TAP - NH4Cl y se agitaron durante 12-16 horas con luz. Los 
cultivos se combinaron en una proporción de 1:1 y se agitaron durante 12 horas con luz antes de observar la 
sedimentación. Se observó la sedimentación o decantación de 7,5 ml del cultivo en tubos de cultivo desechables de 20 
borosilicato de 13 x 100 mm en función del tiempo. Los resultados se muestran en la figura 22. 
 
Una variación del método comprende minimizar la cantidad de nitrógeno en los medios para que el cultivo inicie de 
forma natural la inanición a medida que se aproxima a la saturación. Se cultivaron las cepas 21gr y 6145c en TAP 
hasta aproximadamente 2-6 x 106 células/ml. Se centrifugaron aproximadamente 1 x 108 células y se resuspendieron 25 
en 1 ml de TAP - NH4Cl. Se diluyeron en un factor de 10000 en TAP - NH4Cl + NaNO3 5 mM. La saturación se 
alcanzó tras tres días de crecimiento con luz. Se observó la sedimentación de 7,5 ml del cultivo en tubos de cultivo 
desechables de borosilicato de 13 x 100 mm en función del tiempo. Los resultados se muestran en la figura 23. 
 
Tabla 1. Datos de secuencia 30 
 
SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

1 

 

Lectina de H. pomatia  

2 

 

Lectina de T. vulgaris  

3 

 

Lectina de LppOmpA-H. 
pomatia  

4 

 

Lectina de LppOmpA-truncada 
L.culinaris  

E09771189
26-06-2014ES 2 475 973 T3

 



 29

SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

5 

 

L. culinaris lectin-β-
Autotransportador 

 

 

 

6 

 

Lectina de Pirlb-H.pomatia  

7 

 

Lectina de Pir1b-L.culinaris  

8 

 

Lectina de Pir1a-T.vulgaris  
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SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

9 

 

Lectina -Fas1 de L. culinaris  
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SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

10 

 

Lectina de -Fas1L. culinaris 
truncada 
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SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

11 

 

Lectina de -Fas 1E. cristagalli  

 

 

 

E09771189
26-06-2014ES 2 475 973 T3

 



 33

SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

12 

 

Lectina de -GP1H. pomatia  

13 
 

Lectina de -GP1L. culinaris 
truncada 
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SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

14 

 

scFv5-Fas1 
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SEC ID nº Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones  Descripción de la secuencia  

15 

 

Lectina de Nit-2A-H.pomatia  

16 

 

LppOmpA-scFv5 

 
 

 

 
Listado de secuencias  
 

<110> Sapphire Energy, Inc. Mendez, Michael Poon, Yan Behnke, Craig Lee, Philip 
 5 
<120> INDUCCIÓN DE LA FLOCULACIÓN EN ORGANISMOS FOTOSINTÉTICOS  
<130> 0714WO1 
 
<150> US 61/076,430 
<151> 2008-06-27 10 
 
<160> 16 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 15 
<210> 1 
<211> 534 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
<223> lectina de H. pomatia con sesgo de codones 
 
<400> 1  
 25 
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<210> 2 
<211> 642 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> lectina de T. vulgaris con sesgo de codones 
 10 
<400> 2  
 

 

 
 15 
<210> 3 
<211> 1211 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
<223> Fusión LppOmpA-lectina de H. pomatia  
 
<400> 3  
 25 
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<210> 4 
<211> 801 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión LppOmpA-lectina truncada de L. culinaris  10 
 
<400> 4  
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<210> 5 
<211> 1962 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión lectina de L. culinaris -beta-Autotransportador 
 10 
<400> 5  
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<210> 6 
<211> 1116 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión Pir1b-lectina de H.pomatia  
 10 
<400> 6  
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<210> 7 
<211> 1320 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión Pirlb-lectina de L. culinaris  
 10 
<400> 7  
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<210> 8 
<211> 1479 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión Pirla-lectina de T. vulgaris 
 10 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 4817 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> fusión lectina L. culinaris -Fas1 
 10 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 4256 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> fusión lectina truncada L. culinaris-Fas1  
 10 
<400> 10  
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<211> 4817 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> fusión lectina E. cristagalli-Fas1 
 
<400> 11  10 
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<210> 12 
<211> 3121 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> lectina H. pomatia-GP1 
 10 
<400> 12  
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<210> 13 
<211> 2872 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> lectina truncada L. culinaris-GP1 
 10 
<400> 13  
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<210> 14 
<211> 4823 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión scFv5-Fas1 
 10 
<400> 14  
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<210> 15 
<211> 9392 5 
<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión lectina pomatia Nit-2A-H.  
 5 
<400> 15  
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<210> 16 
<211> 1431 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Fusión LppOmpA-scFv5 
 10 
<400> 16  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Procedimiento de floculación de un organismo fotosintético no vascular, que comprende expresar un ácido 
nucleico exógeno que codifica una primera fracción de floculación como un componente de superficie celular de un 
primer organismo fotosintético no vascular; y poner en contacto dicho organismo con una segunda fracción de 5 
floculación, floculándose así dicho organismo. 
 
2. Procedimiento de floculación de un organismo fotosintético no vascular, que comprende poner en contacto dicho 
organismo fotosintético no vascular con un segundo organismo, comprendiendo dicho segundo organismo un ácido 
nucleico exógeno que codifica una fracción de floculación que se une a un componente de superficie de dicho 10 
organismo fotosintético no vascular, provocando así la floculación de dicho organismo fotosintético no vascular. 
 
3. Procedimiento según la reivindicación 1, que comprende además la transformación de un segundo organismo 
con un segundo ácido nucleico exógeno que codifica dicha segunda fracción de floculación; y la expresión de dicha 
segunda fracción de floculación. 15 
 
4. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que dicha primera fracción de floculación es una proteína de unión 
a hidratos de carbono o un anticuerpo. 
 
5. Procedimiento según la reivindicación 2, en el que dicha fracción de floculación es una proteína de unión a 20 
hidratos de carbono o un anticuerpo. 
 
6. Procedimiento según la reivindicación 3, en el que dicha segunda fracción de floculación es una proteína de 
unión a hidratos de carbono o un anticuerpo. 
 25 
7. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que dicha proteína de unión a hidratos de 
carbono es una lectina. 
 
8. Procedimiento según la reivindicación 7, en el que dicha proteína de unión a hidratos de carbono se selecciona 
de entre el grupo que consiste en DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-30 
selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2, 
sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11 
y galectinas. 
 
9. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que (i) dicha segunda fracción de floculación interactúa con dicha 35 
primera fracción de floculación, y dicha segunda fracción de floculación es una lectina, un hidrato de carbono, una 
proteína, un metal pesado, un floculante catiónico o químico; o (ii) dicha segunda fracción de floculación está unida a 
un soporte sólido. 
 
10. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que (i) dicho anticuerpo se une 40 
específicamente a un antígeno de superficie celular; o (ii) dicho anticuerpo es un anticuerpo univalente, multivalente 
o polivalente. 
 
11. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que por lo menos uno de dichos ácidos 
nucleicos exógenos comprende además un elemento regulador, comprendiendo dicho elemento un promotor 45 
constitutivo, un promotor inducible mediante luz, un promotor sensible al quórum, un promotor sensible a la 
temperatura, un promotor sensible a las sales o un promotor sensible a la concentración de nitrógeno. 
 
12. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que (i) dicho segundo organismo es de la 
misma especie que dicho primer organismo; o (ii) dicho segundo organismo es de una especie diferente a dicho 50 
primer organismo. 
 
13. Procedimiento según la reivindicación 3, en el que por lo menos uno de dichos ácidos nucleicos exógenos 
comprende además un elemento de direccionamiento que permite que dicha primera fracción de floculación, dicha 
segunda fracción de floculación, o ambas, sean dirigidas a una superficie externa de dicho organismo. 55 
 
14. Procedimiento según la reivindicación 3, en el que por lo menos uno de dichos ácidos nucleicos exógenos 
comprende una secuencia que codifica un elemento de anclaje que permite el anclaje de dicha primera fracción de 
floculación, dicha segunda fracción de floculación, o ambas, sobre una superficie externa de dicho primer organismo, 
dicho segundo organismo, o ambos. 60 
 
15. Procedimiento según la reivindicación 2, en el que dicha fracción de floculación es secretada por dicho segundo 
organismo. 
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