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RESUMEN

La biomasa microalgal con altos contenidos de lipidos y de &cidos grasos
poliinsaturados, PUFAs, para ser usada como alimento en la acuicultura, suele
obtenerse mediante la aplicacion de condiciones de cultivo extremas (deficiencia de
nutrientes, altas irradiancias y bajas temperaturas), las cuales limitan el crecimiento
de las microalgas y encarecen los costos de produccion. Una alternativa a esta
problematica es la aplicacion de la mutacion-seleccion como estrategia de
mejoramiento genetico. Con la finalidad de evaluar esta técnica, en la presente
investigacion se sometid a la microalga Tetraselmis tetrathele a diferentes tiempos de
exposicion (0- 105 min) con el mutdgeno EMS (0,1M). Los posibles mutantes con
una incrementada acumulacion de lipidos y PUFAs fueron seleccionados utilizando
Quizalofop (100 pM), un inhibidor de la sintesis de lipidos. Dos cepas mutantes (15C
y 30A) fueron seleccionadas, cultivadas bajo condiciones de cultivo estandar
(temperatura 23 + 1 °C, iluminacion 50 pmoles/m2/s y fotoperiodo 12:12) y
comparadas con la cepa silvestre en cuanto su crecimiento, contenido de lipidos
totales y PUFAs. EI crecimiento de las cepas mutantes 15C y 30A fue similar
(P>0,05) al mostrado por la cepa silvestre, con densidades celulares maximas de 1,5
x106 cel/ml, 1,3 x106 cél/ml y 1,5 x106 cél/ml, repectivamente. Los lipidos totales de
los mutantes 15C y 30A fueron 85% y 62%, respectivamente, mas altos que los de la
cepa silvestre. Los contenidos de ARA de las cepas 15C y 30A fueron 92% y 90%,
respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre. Los valores de EPA y DHA
cuantificados en los dos mutantes superaron en mas de un 25% a los obtenidos en la
cepa silvestre. Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran la utilidad
de la mutacion-seleccién como estrategia para mejorar geneticamente a T. tetrathele,
ya que esta técnica posee ventajas cuando se desconocen los mecanismos de
regulacion de los genes que participan en la ruta de biosintesis del compuesto de
interés o en que las metodologias de mutagénesis sitio dirigida y transgenia estan
poco desarrolladas, como es el caso de la mayoria de las microalgas.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos unicelulares muy variados en tamafo y forma,
que existen en casi todos los habitats conocidos, desde ambientes acuaticos, tanto
marinos como dulceacuicolas, hasta suelos humedos. Los mares y océanos contienen
enormes cantidades de algas planctonicas, estimandose que el 90% de la fotosintesis
total de la tierra es realizada por estos vegetales acuaticos (ABALDE et al., 1995).

Las microalgas han pasado a ser organismos de interés industrial debido a la
posibilidad de realizar cultivos masivos para alimentar organismos acuaticos y
obtener productos especificos como vitaminas, proteinas, &cidos grasos
poliinsaturados y pigmentos (CABRERA & MONTECINO, 1987; BARSANTI &
GUALTIERI, 2006).

En la acuicultura, las microalgas son esenciales ya que son utilizadas como
alimento vivo de moluscos y de estados larvarios de algunos crustaceos y peces, asi
como de especies zooplanctonicas intermedias (rotiferos, artemias y copépodos),
formando parte de la cadena alimentaria de cualquier criadero convencional
(CANIZARES et al, 1995; SANCHEZ et al, 2008). El uso de estos
microorganismos en acuicultura esta relacionado con el valor nutricional que poseen,
especialmente referido al contenido de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS, por sus
siglas en inglés), entre éstos los &cidos eicosapentanoico (EPA, 20: 5n-3),
docosahexaenoico (DHA, 22: 6n-3) y araquidonico (ARA, 20: 4n-6), dado que se ha
demostrado que estos compuestos incrementan la tasa de sobrevivencia de los
organismos sometidos a cultivo (IZQUIERDO, 1996).

En los udltimos afios, los desarrollos tecnoldgicos para la produccion de
sustancias de interés biotecnoldgico y acuicola, a partir de las microalgas, han sido
significativos en todo el mundo (RICHMOND, 2004). Estos desarrollos se inician
con la selecciéon adecuada de una determinada cepa de microalga, la cual debe

satisfacer las exigencias de los demandantes, es decir, que sintetice los metabolitos de



interés industrial o que supla las exigencias energéticas de los consumidores, en el
caso de la acuicultura especificamente (NAPOLITANO et al., 1990; COHEN &
RATLEDGE, 2005).

Ademas de las variaciones propias de cada especie, en las microalgas ocurren
variaciones de su composicion bioquimica como consecuencia de las fluctuaciones de
algunos parametros fisico-quimicos que condicionan sus cultivos (TONON et al.,
2002). Diversas investigaciones han determinado que las bajas concentraciones de
nitrégeno producen un incremento en la proporcion de lipidos totales y de acidos
grasos poliinsaturados en las microalgas, conjuntamente con una disminucién del
contenido proteico (HU & GAO, 2006; CHOI et al., 2010); mientras que las bajas
temperaturas pueden incrementar la acumulacion de PUFAs (RENAUD et al., 2002;
TEOH et al., 2004). Por otro lado, se ha demostrado que altos valores de la
irradiancia (sin llegar a ser fotoinhibidores), asi como altas concentraciones de
nitrégeno y fdésforo, favorecen la acumulacién de proteinas y disminuyen la de los
acidos grasos (ABALDE et al., 1995).

La modificacién de la composicion bioguimica de las microalgas, ademas de
realizarse a través de la variacion de las condiciones de cultivo, también puede
lograrse mediante el mejoramiento genético de cepas a través de mutagénesis
inducida y posterior seleccion (LOPEZ-ALONSO et al., 1996). La mutagénesis
inducida comenz6 a hacerse popular a principios de los afios cuarenta y, desde
entonces, se ha utilizado principalmente en bacterias, hongos y microalgas
(ALIKHANIAN, 1962; QUEENER & LIVELY, 1986; CHATUVERDI & FUJITA,
2006; LIAN et al., 2009).

Las microalgas son candidatas idoneas para ser manipuladas genéticamente,
debido a la ausencia de diferenciacion celular y a la naturaleza haploide de la mayoria
de sus estados vegetativos (LEON et al., 2003). Esta caracteristica ha permitido
desarrollar programas de ingenieria metabolica para obtener a partir de estos
microorganismos compuestos tradicionales y nuevos productos bioactivos para

aplicaciones industriales y farmacéuticas (HARRIS, 2001).



El mejoramiento genético de organismos mediante mutagénesis al azar puede
ser optimizado en términos del tipo y dosis del mutageno a emplear, asi como en el
método de seleccion de los mutantes generados (ERTOLA et al., 1994). Los métodos
empleados para inducir mutaciones incluyen agentes fisicos y quimicos. Entre los
agentes fisicos destacan la radiacion UV, rayos X y gamma. En lo que respecta a los
mutidgenos quimicos, los mas utilizados son etilmetanosulfato (EMS),
metilmetanosulfato (MMS), nitrosoguanidina (NTG) vy etilnitrosourea (ENU)
(GRIFFITHS et al., 2000). De todos estos agentes mutagénicos, la radiacion UV es la
mas utilizada debido a su eficacia y a que no acumula residuos peligrosos, como
ocurre con los mutagenos quimicos (CALAM, 1970).

En lo concerniente a los métodos de seleccidn, estos varian de acuerdo al tipo
de mutantes que se desea aislar, teniendo en comun el cultivo de mutantes en una
condicion inhibitoria respecto al atributo que se pretende mejorar (GOMEZ &
GONZALEZ, 2001). Asi por ejemplo, para el aislamiento de mutantes con una
incrementada capacidad de sintesis de PUFAs puede utilizarse inhibidores de la
sintesis de acidos grasos (cerulenina, quizalofop, entre otros) (CHATUVERDI et al.,
2004).

A pesar de los pocos reportes, respecto al uso de las técnicas de mutagénesis y
seleccion de microalgas, su utilizacion es una practica habitual en empresas dedicadas
a la biotecnologia microalgal. Asi por ejemplo, la empresa Microbio Resources INC.
En San Diego, California (www.alacrastore.com) ha utilizado métodos de
mutagénesis-seleccion para desarrollar nuevas cepas carotenogénicas de Dunaliella;
este tipo de estrategias les permitio seleccionar una cepa que produce hasta un 20%
del peso seco del alga en forma de B-caroteno (BURRASCANO & SPENCER, 1988).

La mutacidn-seleccion, como medio para mejorar genéticamente la produccién
de pigmentos, ha sido probada con éxito en diferentes microalgas Chlorophyceae
como Dunaliella bardawil (SHAISH et al., 1991), Chlorococcum sp. (ZHANG et al.,
1997) y Haematococcus pluvialis (YONG et al., 2003). En relacién al incremento en
la produccion de PUFAs, LOPEZ-ALONSO et al. (1996) indujeron mutaciones con



luz UV en la diatomea Phaeodactylum tricornutum, logrando mutantes con una
capacidad de sintesis de EPA superior al 137% comparado con el control no mutado.
MEIRELES et al. (2003) al aplicar un programa de mutacion con luz UV en la
Haptophyceae Pavlova lutheri lograron una cepa mutante con un incremento del 32%
en la produccién de EPA y DHA, en relacion con el control. Mas recientemente,
CHATUVERDI et al. (2004) y CHATUVERDI & FUJITA (2006) utilizando N-
metil-N-nitrosourea como agente mutagénico y quizalofop (un inhibidor de la
actividad de la ACCasa) como método de seleccion, aislaron mutantes de
Nannochloropsis oculata con una incrementada capacidad de sintesis de PUFAs.

El incremento del contenido de EPA en cepas de microalgas, ya sea por
ingenieria genética 0 mutagénesis inducida serviria no sélo para incorporarlas como
suplemento alimenticio para humanos, sino también para aumentar la calidad de los
productos de la acuicultura. En la actualidad, la mutagénesis inducida presenta una
ventaja considerable en comparacion con la ingenieria genética, ya que esta técnica
no requiere de conocimientos amplios de la genética del organismo en estudio (YEN
DOAN & OBBARD, 2012), lo cual actualmente no esta disponible para la mayoria
de las especies de microalgas (ALONSO et al., 1996).

Una de las especies de microalgas ampliamente utilizada en la acuicultura es
Tetraselmis tetrathele ( GODINEZ et al., 2004). Es un fitoflagelado de color verde,
de alto valor nutricional, su tamafio va desde 12 a 16 um. Consta de 1 a 8 flagelos
moviles y de un cloroplasto en forma de copa. Posee escamas organicas. Es
cosmopolita, y su crecimiento 6ptimo esta dentro de un rango de temperatura de 16 a
20 °C. Ha sido ampliamente utilizada en estudios de bioquimica (RONQUILLO et
al., 1997) y en acuicultura como alimento para adultos y estadios larvarios de
moluscos, ya que es facilmente digerible (ABALDE et al., 1995). La composicién
quimica de Tetraselmis tetrathele varia con la edad del cultivo; presentando, por lo
general, un contenido proteico de 42%; 12% de carbohidratos, 16% de lipidos, 5% de
ARA, 8% de EPA y 4% de DHA (FARHADIAN et al., 2009).



Basados en el facil manejo en el laboratorio, en la capacidad que posee
Tetraselmis tetrathele de formar colonias en medio de cultivo sélido, en su uso como
alimento en la acuicultura y a la escasa informacion bibliogréafica relacionada con su
mejoramiento genético, esta investigacion planted la evaluacion de un programa de
mutacion-seleccion para incrementar su contenido de lipidos totales y acidos grasos

poliinsaturados.



METODOLOGIA

CEPA DE MICROALGA
La microalga utilizada corresponde a una cepa de Tetraselmis tetrathele
(West, G.S) Butcher, 1959 (CCPUDO-19), proveniente de la Universidad de
Kagoshima, Japén y mantenida en la coleccién de cultivos planctonicos de la
Universidad de oriente (CCPUDO).

La cepa antes mencionada fue sembrada en medio f/2 s6lido (GUILLARD,
1975) con una concentracion de nitrato de 3,6 mM y se expuso a 22 °C, 40
pumoles/m2/s de irradiancia y un fotoperiodo 12:12, con la finalidad de aislar un clon
e iniciar cultivos clonales, los cuales fueron utilizados durante el desarrollo de toda la

investigacion.

PROGRAMA DE MUTAGENESIS-SELECCION

Cultivos de Tetraselmis tetrathele, en fase de crecimiento exponencial, se
sometieron a un programa de mejoramiento genético utilizando un mutageno quimico
etilenmetanosulfonato (EMS), siguiendo las recomendaciones de CHATUVERDI et
al. (2004).

Sensibilidad de t. tetrathele al herbicida quizalofop

Se tomaron 5 ml, por triplicado, de un cultivo de T. tetrathele con una densidad
celular de 50000 cel/ml y fueron centrifugados (1000 rpm durante 10 minutos). El
“pellet” resultante fue resuspendido en 5 ml de medio f/2 conteniendo diferentes
concentraciones de Quizalofop (0 - control, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800 y 1000
HUM) e incub6 a 25 + 1°C durante 24 horas. A continuacion, se evalud la densidad
celular a través del conteo con una camara Neubaler y se determiné el porcentaje de
supervivencia, con respecto al control, en cada concentracion de Quizalofop. La

concentracion de Quizalofop que causé un porcentaje de supervivencia inferior al



15% fue escogida para usarla en la seleccién de los mutantes potencialmente
mejorados en su contenido lipidico. Prueba presuntiva

Se sembrd, por triplicado, 1 ml de cada dilucion en tubos con caldo lactosado
(BBL), provistos de una campana de Durham invertida para verificar la formacion de
gas, posteriormente los tubos se incubaron por 24-48 horas a 35°C. Los tubos con
produccion de gas se consideraron positivos, confirmandose la utilizacion de la

lactosa por los microorganismos.

Mutagénesis

Para los ensayos de mutacion, se colocaron 10 ml del cultivo de T. tetrathele
(7,5 x 105 células/ml, DO 750nm = 0,158) en un matraz Erlenmeyer de 125 ml de
capacidad con 0,1 M de EMS y se agitaron suavemente, de acuerdo a CHATUVERDI
et al. (2004). Cada 15 minutos, hasta completar 105 minutos, se retird 1 ml del
cultivo, se le agregd 1 ml de tiosulfato de sodio (0,16 M) para neutralizar el EMS y se
centrifugd a 1000 rpm/s durante 10 minutos. EI “pellet” resultante fue resuspendido
en 1,5 ml de medio /2, luego, 100 pl fueron colocados en placas de Petri, por
triplicado y, con la ayuda de un asa de siembra se dispersaron en la superficie del
agar. Posteriormente, las placas fueron colocadas en una camara de crecimiento
durante 20 dias a 22 °C y a una irradiancia continua de 50 pmoles/m2/s. A
continuacion, se determinO el porcentaje de supervivencia para cada tiempo de
exposicion al EMS, con respecto a un cultivo control (no expuesto al EMS) por
conteo de colonias, usando una lupa estereoscopica. De los tiempos de exposicion al
EMS, donde se observaron los menores porcentajes de supervivencia, se aislaron
colonias y se cultivaron separadamente en 5 ml de medio f/2 durante 15 dias,

aplicando irradiancia continua de 50 pmoles/m2/sy 23 °C.

Seleccion de los mutantes
Transcurridos los 15 dias de cultivo, los clones que mostraron una densidad

celular similar al control se seleccionaron y se cultivaron durante 20 dias a 25°C bajo



una irradiancia continua de 100 pmoles/m2/s en medio f/2 que contenia la
concentracion de Quizalofop previamente seleccionada (apartado de sensibilidad de
T. tetrathele al herbicida Quizalofop) con la finalidad de aislar clones potencialmente
mejoradas en su contenido de lipidos. Los clones que mostraron mayor crecimiento
poblacional se seleccionaron, cultivaron bajo condiciones de cultivo estandar y se les

determinaron los parametros de crecimiento, contenido de lipidos y de acidos grasos.

PARAMETROS DE CRECIMIENTO, CONTENIDO DE LIPIDOS
TOTALES, Y DE ACIDOS GRASOS DE LOS MUTATES Y DE LA CEPA
SILVESTRE CULTIVADA BAJO CONDICIONES DE CULTIVO
ESTANDAR

Los cultivos de los mutantes obtenidos y de la cepa silvestre se realizaron, por
triplicado, de forma discontinua, durante 15 dias, utilizando matraces de vidrio de 500
ml de capacidad, los cuales contenian 250 ml de agua de mar (37 PSU) filtrada (papel
Whatman GF/C 0,45 um), esterilizada en autoclave y fertilizada con el medio f/2
(GUILLARD, 1975). Los cultivos fueron agitados manualmente dos veces al dia y
fueron mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (23 = 1 °C) e
iluminacion (50 umoles/m2/s, fotoperiodo 12:12).

Crecimiento

El recuento celular fue realizado diariamente en muestras fijadas con lugol al
1%, con la ayuda de una cdmara de Neubauer (hematocitometro) de 0,1 mm de
profundidad y un microscopio binocular, no contabilizandose las células sin
pigmentacion por considerarse muertas. Para calcular la densidad celular, se utilizé la
siguiente relacion:

D=C.104 Kd

Donde:

D= Numero de celulas/ml

C=Promedio de células contadas en cuatro cuadrantes de la camara.



Fd= Factor de dilucion.

Con los valores del recuento celular, fue calculada la tasa de crecimiento K
tomando en cuenta el valor inicial y final de la densidad de la microalga siguiendo las
recomendaciones hechas en MADIGAN et al. (1999), utilizando la siguiente relacion:

K = log,, X —log,, X,
0,301(t, —t,)

Donde:
K= Tasa instantanea de crecimiento, div/dia
tf-t0 = Tiempo final e inicial de cultivo.

Xf, X0 = Densidad celular final e inicial

Cuando los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento exponencial, se
tomaron por triplicado, 5 ml, se centrifugaron y a los “pellets” obtenidos se les

realizaron siguientes analisis:

Lipidos totales

Se realiz6 un ensayo cuantitativo basado en la carbonizacion (MARSH &
WEINSTEIN, 1966), mientras que la extraccion se hizo con la metodologia descrita
por BLIGH & DYER (1959), para lo cual se resuspendié el precipitado de microalgas
en 7,5 ml de CHCI3:CH3OH (1:2 v/v), las muestras se homogeneizaron para facilitar
la extraccion. Seguidamente se les afiadié 1,5 ml de CHCI3 (cloroformo) y 1,5 ml de
agua destilada para separar la fase polar de la apolar. Los tubos se agitaron y dejaron
en reposo durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, éstos se centrifugaron por 10 min a
3000 rpm para facilitar la separacién de las fases antes mencionadas. La fase polar se
descartd y la fase apolar se vertié en un tubo limpio adicionandosele 0,5 ml de
acetona de alta pureza. El extracto lipidico de cada tubo, se sometio a desecacion

mediante la evaporacion del CHCI3 en una estufa a 37°C y luego se resuspendio



nuevamente en 1 ml de CHCIg, el cual se repartié por triplicado, en alicuotas de 200
pl de cada uno de estos extractos en tubos con tapa de rosca.

Paralelamente se prepard una solucién de tripalmitina en CHCI3 (0,03-0,27
mg/ml) para ser utilizada como patron. Una vez que las muestras de las microalgas,
curva patron y blanco (CHCI3) se evaporaron a 37 °C; todos los tubos se dejaron
enfriar para afadirles seguidamente 2 ml de H,SO,4 concentrado. Luego, los tubos
fueron colocados dentro de la estufa a 200 °C durante 15 min, para la carbonizacion
del extracto lipidico. A continuacion, los tubos se dejaron a temperatura ambiente
durante unos 20 s e inmediatamente se colocaron a 4 °C durante 5 min.
Seguidamente, se les afiadieron 3 ml de agua destilada a cada tubo, mezclandose bien
para colocarlos nuevamente a 4°C. Una vez frios, se colocaron a temperatura
ambiente durante unos 10 min, hasta que desaparecieron todas las burbujas para leer
la absorbancia de las muestras a 375 nm en un espectrofotometro Jenway 6405
UV/Vis.

Los valores de absorbancia de tripalmitina se usaron para elaborar la curva
patrén mediante ajuste lineal por minimos cuadrados, y los valores de lipidos en las
muestras problema se calcularon por interpolacién utilizando dicha curva. El
contenido de lipidos totales se expresO en % con base a la masa seca,

correspondiendo al promedio de todas las replicas.

Acidos grasos

Extractos lipidicos obtenidos de acuerdo a la metodologia previamente
descrita (BLIGH & DYER, 1959), se utilizaron para la esterificacion de los acidos
grasos, de acuerdo a SATO & MURATA (1988), para lo cual, los tubos con las
muestras se sometieron a metandlisis durante 2,5 h a 85 °C, mediante la adicion de
2,5 ml de acido clorhidrico (5%) en metanol.

Los ésteres metilicos de &cidos grasos obtenidos se separaron de la fase polar
mediante una doble extraccion con hexano grado HPLC (0,75 ml). El volumen final

del hexano fue reducido a 100 pl mediante la concentracién con nitrogeno. El
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volumen obtenido de cada una de las muestras se analiz6 a través de un cromatografo
de gases-espectrometro de masas (HP 1800B), utilizandose una columna omegawax
TM 250 fused silica (Supelco) de 0,25 mm x 25 m de largo.

Los acidos grasos se identificaron mediante la comparacion de los tiempos de
retencion de un patron comercial de ésteres metilicos de acidos grasos PUFA-3
(Sigma) y por comparacion de los espectros de masa que generaron las muestras, con
respecto al espectro de masas contenido en las bibliotecas NIST2000. Los resultados

se expresaron en porcentaje con base al total de los acidos grasos encontrados.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

La cepa silvestre de Tetraselmis tetrathele y los mutantes obtenidos a partir de
ella se compararon en cuanto a sus parametros de crecimiento, contenido de lipidos
totales y de los &cidos grasos poliinsaturados través de andlisis de varianza de un
factor (cepas: mutadas y silvestre) (SOKAL & ROLF, 1995).
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RESULTADOS

Las colonias de la cepa de Tetraselmis tetrathele (CCPUDO-19) se hicieron
visibles en el medio /2 solido después de 22 dias de su siembra. La aparicion de
colonias aisladas (Figura 1) permitidé seleccionar una e iniciar cultivos clonales, los

cuales se utilizaron durante el desarrollo de esta investigacion.

Figura 1. Colonias de Tetraselmis tetrathele (CCPUDO-19) en medio /2
solido, después de 20 dias de siembra

SENSIBILIDAD DE TETRASELMIS TETRATHELE AL QUIZALOFOP

La cepa de Tetraselmis tetrathele mostrd alta sensibilidad al Quizalofop.
Concentraciones de este herbicida superiores a 100 pM ocasionaron mortalidades
masivas de las células de esta microalga. Tomando en consideracion que 100 uM de
Quizalofop produjo una tasa de supervivencia del 10% en T. tetrathele (Figura 2), se
escogid esta concentracion para seleccionar los mutantes con una posible capacidad

de incremento de lipidos y acidos grasos.
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Figura 2. Efecto del Quizalofop sobre la tasa de supervivencia (promedio £
desviacion estandar) de células de T. tetrathele.

Mutageénesis

La supervivencia de las células de Tetraselmis tetrathele expuestas a 0,1 M de
EMS disminuyd drasticamente a medida que aumento el tiempo de exposicion a este
mutageno. Despues de 45 minutos de exposicion, se observo una mortalidad total de
las células. Los tiempos de exposicion de 15, 30 y 45 minutos ocasionaron
porcentajes de supervivencia de 26, 22 y 21%, respectivamente (Figura 3). Cinco
mutantes pertenecientes a cada uno de estos tiempos de exposicién fueron aislados y
cultivados separadamente en 5 ml de medio f/2 durante 15 dias, aplicando irradiancia
continua de 50 pumoles/m2/s y 23 + 1°C. Despues de 15 dias de cultivo, la densidad
celular de cada uno de los mutantes se compar6 con la obtenida por la cepa silvestre.
En la figura 4 se observa que los mutantes 15c¢ (células expuestas durante 15 minutos
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a 0,1 M de EMS), 30a (células expuestas durante 30 minutos a 0,1 M de EMS) y 45c¢
(células expuestas durante 45 minutos a 0,1 M de EMS) fueron los que mostraron las
mayores densidades celulares, con valores de 2,8 x10° cél/ml; 2,9 x10° cél/ml y 1,7
x10° cél/ml, respectivamente. Estos mutantes se eligieron para ser sometidos al
tratamiento de seleccion con Quizalofop.
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Figura 3. Efecto del tiempo de exposicion a 0,1M de EMS sobre la tasa
supervivencia (promedio + desviacion estandar) de Tetraselmis tetrathele.
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Figura 4. Densidades celulares (cél/ml) de los mutantes seleccionados después
de 15 dias de cultivo en medio /2, bajo una irradiancia de 50 umoles/m?/s y a 23 °C

Seleccion de los mutantes

Los tres mutantes seleccionados (15c, 30a y 45c¢) fueron cultivados, durante 20
dias, en medio /2 conteniendo 100 uM de Quizalofop. La figura 5 muestra las curvas
de crecimiento obtenidas por estos mutantes y la cepa silvestre en presencia del
Quizalofop. Todas las cepas mutantes y muy especialmente la cepa silvestre (muri6 a
los 14 dias de cultivo) fueron afectadas por la presencia del Quizalofop; sin embargo,
las cepas 15c y 30a fueron las que mas crecieron, lo cual demuestra su alta resistencia
a este herbicida y, por esta razon se seleccionaron para los analisis de lipidos y &cidos
grasos.
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Figura 5. Crecimiento de mutantes (15C, 30A y 45C) y la cepa silvestre de
Tetraselmis tetrathele en medio f/2 con Quizalofop (100 uM).

PARAMETROS DE CRECIMIENTO, CONTENIDO DE LIPIDOS
TOTALES, Y ACIDOS GRASOS DE LOS MUTANTES Y DE LA CEPA
SILVESTRE CULTIVADA BAJO CONDICIONES DE CULTIVO
ESTANDAR

Crecimiento

El crecimiento, medido como maximas densidades celulares y tasas de
crecimiento instantaneo de las cepas mutantes (15¢ y 30a) y silvestre (Figura 6)
mostré diferencias no significativas (p>0,05). Las mayores densidades celulares

alcanzadas por estas cepas fueron 1,5 x10° cél/ml; 1,3 x10° cél/ml y 1,5 x10° cél/ml,
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respectivamente. Por su parte, la tasa de crecimiento instantanea (K) fue de 0,5 + 0,08
div/dia.

1,00E+07 —Silvestre —15¢ —--30a

1,00E+06 +

Densidad celular (cél/ml)

1,00E+05 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo de cultivo (dias)

Figura 6. Curvas de crecimiento de mutantes (15c y 30a) y cepa silvestre
(control) de Tetraselmis tetrathele en medio /2 bajo condiciones estandar de cultivo.

Lipidos totales y acidos grasos.

Los contenidos de lipidos totales y acidos grasos de la cepa silvestre y los
mutantes seleccionados, al ser sometidos a condiciones de cultivo estandar, se
muestran en la Tabla 1. Los lipidos totales de los mutantes 15c y 30a fueron 85% y
62%, respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre (p<0,05) (P= 0,000;
Fs=149,08).

Las cepas mutantes también presentaron mayores (p<0,05) contenidos de ARA
(P=0,0003; Fs= 39,77), EPA (P= 0,0115; Fs= 10,31) y DHA (P= 0,0208; Fs= 7,90)
que la cepa silvestre. Los contenidos de ARA de las cepas 15c y 30a fueron 92% y

90%, respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre. Los valores de EPA y
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DHA cuantificados en los dos mutantes superaron en mas de un 25% a los obtenidos
en la cepa silvestre (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil de &cidos grasos de las cepas silvestre y mutantes (15¢ y 30a) de
Tetraselmis tetrathele. EMAG: ésteres metilicos de &cidos grasos.

EMAG Silvestre 15¢ 30a
14:00 12,1 11,4 11,0
15:00 6,5 57 59
16:00 12,0 11,2 11,1
18:00 5,7 6,4 6,2
20:00 3,1 2,6 2,7

Y.Saturados 39,4 37,3 36,9
16:1n-9 15,3 13,1 13,7
18:1n-9 3,7 2,9 3,4

20:1n-11 0,4 0,3 0,4
22:1n-9 0,2 0,2 0,2
XMonoinsaturados 19,6 16,5 17,7

18:2n-6 6,5 58 6,0

18:3n-3 6,6 10,3 9,2

20:3n-3 1,6 1,2 1,4

20:4n-6 ARA 4,0 7,7 7,6
20:5n-3 EPA 7,6 10,0 10,2
22:2n-6 1,8 1,8 15
22:5n-3 8,0 3,3 3,3
22:6n-3 DHA 4,7 59 6,1
YPoliinsaturados 40,8 46,0 453
n-3 28,5 30,7 30,2
n-6 10,5 13,5 13,6
DHA/EPA 0,61 0,6 0,6
Lipidos totales 8,8+0,32 16,3+0,81 14,3+0,39
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DISCUSION

El programa de mutacion-seleccion, como técnica de mejoramiento genético de
Tetraselmis tetrathele, permitio obtener dos mutantes de esta cepa con un
incrementado contenido de lipidos totales y de PUFAs. Dichos mutantes han
mantenido esta condicidn durante ocho meses, en medios carentes de Quizalofop, lo
cual es indicativo de que no se han producido reversiones espontaneas que pudieran
restaurar el fenotipo silvestre (VAN DER MEER & ZHANG, 1988).

La mutacion inducida con mutagenos quimicos, como estrategia para
incrementar el contenido de lipidos y PUFAs no ha sido documentada en T.
tetrathele, por lo cual es un aporte novedoso de la presente investigacion. Al igual
que con T. tetrathele, esta metodologia también permitié mejorar genéticamente a
otras microalgas. Asi por ejemplo, CHATURVEDI et al. (2004) y CHATURVEDI &
FuJITA (2006) en Nannochloropsis oculata y GUEVARA (2011) en Rhodomonas
salina, lograron incrementar significativamente el contenido de lipidos y PUFAS.

La efectividad del EMS como mutageno se debe a que este compuesto actla
como agente alquilante, es decir agrega un grupo etilo a la guanina, produciendo O-6-
etilguanina, el cual se aparea con la timina, en lugar de la citosina. Por lo tanto,
produce una transicion C:G a T:A. De igual manera, puede agregar un grupo etilo a la
timina y produce 4-etilamina, que luego se aparea con la guanina, lo que conduce a la
transicion T:A a C:G (PIErCE, 2006). Estudios en diversos organismos, incluyendo
microalgas, han demostrado que el EMS es un mutageno eficiente que causa
principalmente transiciones G:C a A:T, lo que indica que la O-6-etilguanina es la
primera causa de mutaciones in vivo (EISENSTADT, 1987, CHATUVERDI et al., 2004).

Los contenidos de PUFAs (ARA, EPA y DHA) mostrados por las cepas
mutantes en la presente investigacion, superan a los referidos para la cepa silvestre de
T. tetrathele por DE LA PENA & VILLEGAS (2005) y FARHADIAN et al. (2009). La

ventaja que poseen los cultivos de las cepas mutantes sobre las cepas silvestres es que
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éstas no necesitan de condiciones de cultivo extremas (altas 0 muy bajas temperaturas
e irradiancias, deficiencia de nutrientes, entre otros) para acumular altos contenidos
de PUFAs.

Los altos contenidos de PUFAs (DHA: 6%, ARA: (8% y EPA: 10%) en los
mutantes de Tetraselmis tetrathele los catalogan como idéneos para la acuicultura.
Numerosos estudios han demostrado que larvas de peces y crustaceos requieren de
1% de DHA en la dieta para su normal desarrollo (SARGENT et al., 1989; TAKEUCHI
et al., 1996; FARHADIAN et al., 2009). Ademas, varios investigadores han sefialado la
importancia del ARA y el EPA en la nutricién de las larvas de peces, dado que
fortifican el sistema inmune y disminuyen la tasa de mortalidad, producto del estrés
de las labores de cultivo (BELL & SARGENT, 2003; CHAVEZ et al., 2005).

Otro criterio considerado en la acuicultura para la seleccion de dietas es la
relacion DHA/EPA. A juicio de NAESSENS et al. (1995), las dietas que poseen una
relacion DHA/EPA entre 0,5-1,5 producen un mayor crecimiento y supervivencia de
larvas de camarones. En esta investigacion, la relacion DHA/EPA fue de 0,6, lo que
podria sugerir la efectividad que tendrian los mutantes de T. tetrathele como posibles
alimentos de camarones.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran la utilidad de la
mutacion-seleccion como estrategia para mejorar genéticamente a T. tetrathele, ya
que esta técnica posee ventajas cuando se desconocen los mecanismos de regulacion
de los genes que participan en la ruta de biosintesis del compuesto de interés o en que
las metodologias de mutagénesis sitio dirigida y transgenia estan poco desarrolladas,

como es el caso de la mayoria de las microalgas
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CONCLUSIONES

La mutacion-seleccién aplicada a la microalga Tetraselmis tetrathele permiti6
obtener dos cepas mutantes con un incrementado contenido de lipidos y acidos grasos

poliinsaturados.

Concentraciones mayores de 0,1 M de EMS producen la mortalidad total de las
células de T. tetrathele.

Concentraciones mayores de 100 uM de Quizalofop ocasionan la mortalidad total

de células de T. tetrathele.

Los lipidos totales de los mutantes 15¢ y 30a fueron 85% Yy 62%,

respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre.
Los contenidos de ARA de las cepas 15¢ y 30a fueron 92% y 90%,

respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre. Los valores de EPA y DHA

superaron en mas de un 25% a los obtenidos en la cepa silvestre.
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RECOMENDACIONES

Estudios moleculares que incluyan analisis de genes involucrados en la sintesis
de lipidos son necesarios para elucidar el o los genes mutados, lo cual aportaria
informacidn relevante en el area de la fisiologia y genética microalgal, areas de

estudios que actualmente deficientes.
Se recomienda comparar el crecimiento y supervivencia de organismos

zooplancténicos (rotiferos, copépodos y artemia), larvas de moluscos, crustaceo y

peces alimentados tantos con las mutantes 15¢ y 30a como con la cepa silvestre.
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ANEXOS

1. Descripcion de la microalga
Tetraselmis tetrathele (Butcher) es una microalga con forma ovoide que posee
cuatro flagelos y mide entre 14 y 16,0 um de longitud y de 8,0 a 11,0 um de ancho
(BUTCHER, 1959). Su clasificacidn taxondmica es:
Dominio: Eukaryota
Reino: Viridiplantae
Division: Chlorophyta
Clase: Prasinophyceae
Orden: Chlorodendrales
Familia: Chlorodendraceae
Género: Tetraselmis

Especie: Tetraselmis tetrathele
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2. Medio de cultivo

Medio F/2 Guillard

DISOLUCION DE MACRONUTRIENTES

1) NaNO;3 7,5 g/100 ml de agua destilada

2) NaH,PO4.H,0 0,5 g/100 ml de agua destilada

3) Na,Si03.9H20 3 /100 ml de agua destilada.
Solo para diatomeas

Esterilizar por separado las soluciones 1,2,3 a 120°C y 15 Ib/in? durante 15

minutos.

DISOLUCION DE METALES TRAZAS

4) |CuSQO,4.5H,0 0,49 g/50 ml de agua destilada
5) ZnS0O,4.7H,0 1,10 g/50 ml de agua destilada
6) CoCl,.6H,0 0,5 g/50 ml de agua destilada
7) MnCl,.4H,0 1,8 g/50 ml de agua destilada
8) Na,Mo00,.2H,0 0,31g9/50 ml de agua destilada
9) Na,EDTA 436 g

9) FeCl3.6H,0 3,159

9) Agua destilada Hasta 800 ml

Dilucién: 1 ml de (4), (5), (6), (7) y (8) en la disolucion (9) y completar hasta

un litro con agua destilada. Esterilizar a 120°C y 15 Ib/in® durante 15 minutos.

Nota: el pH de esta solucidon es de aproximadamente 2,0 y permanecera clara si

es mantenida a ése pH. Puede ser elevado a pH 4,5 agregando 7 ml de NaOH 1N,

pero se formara un precipitado. El efecto del pH 2 en la formulacion final del medio

es minimo.
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Disolucién de vitaminas

10) Biotina 1,09 mg/10,5 ml de
agua destilada
11) Cianocobalamina 1,18 mg/10.5 ml

Dilucién: 1 ml de (10), 1 ml de (11), 20 mg de Tiamina- HCI hasta
100 ml de agua destilada.

Medio de cultivo: 1 ml de (1), 1 ml de (2), 1 ml (3, si es diatomea), 1 ml de la

disolucién de metales trazas y 0,5 ml de la disolucion de vitaminas en 1 litro de agua

de mar filtrada y esterilizada

30



HOJA DE METADATOS
Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/6

Evaluaciéon de un programa de mutacion-seleccion, como
Titulo técnica de mejoramiento genético, para incrementar el
contenido lipidico de una cepa de Tetraselmis tetrathele
(West, G.S) Butcher, 1959.

Subtitulo
Autor(es)
Apellidos y Nombres Cddigo CVLAC / e-mail
CVLAC 12660815
Roraysi José Cortez - -
Mago e-mail roraysi@yahoo.com
e-mail

Palabras o frases claves:

Tetraselmis tetrathele, mutantes, EMS, Quizalofop, &cidos grasos poliinsaturados.

31



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/6

Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea

Ciencias Biologia

Resumen (abstract):

La biomasa microalgal con altos contenidos de lipidos y de &cidos grasos
poliinsaturados, PUFAs, para ser usada como alimento en la acuicultura, suele obtenerse
mediante la aplicacion de condiciones de cultivo extremas (deficiencia de nutrientes, latas
irradiancias y bajas temperaturas), las cuales limitan el crecimiento de las microalgas y
encarecen los costos de produccién. Una alternativa a esta problematica es la aplicacion de la
mutacion-seleccion como estrategia de mejoramiento genético. Con la finalidad de evaluar
esta técnica, en la presente investigacion se sometid a la microalga Tetraselmis tetrathele a
diferentes tiempos de exposicion (0- 105 min) con el mutageno EMS (0,1M). Los posibles
mutantes con una incrementada acumulacion de lipidos y PUFAs fueron seleccionados
utilizando Quizalofop (100 uM), un inhibidor de la sintesis de lipidos. Dos cepas mutantes
(15C y 30A) fueron seleccionadas, cultivadas bajo condiciones de cultivo estandar
(temperatura 23 + 1 °C, iluminacion 50 umoles/m2/s y fotoperiodo 12:12) y comparadas con
la cepa silvestre en cuanto su crecimiento, contenido de lipidos totales y PUFAs. El
crecimiento de las cepas mutantes 15C y 30A fue similar (P>0,05) al mostrado por la cepa
silvestre, con densidades celulares méaximas de 1,5 x106 cél/ml, 1,3 x106 cél/ml y 1,5 x106
cél/ml, repectivamente. Los lipidos totales de los mutantes 15C y 30A fueron 85% y 62%,
respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre. Los contenidos de ARA de las cepas
15C y 30A fueron 92% y 90%, respectivamente, mas altos que los de la cepa silvestre. Los
valores de EPA y DHA cuantificados en los dos mutantes superaron en mas de un 25% a los
obtenidos en la cepa silvestre. Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran la
utilidad de la mutacién-seleccion como estrategia para mejorar genéticamente a T. tetrathele,
ya gue esta técnica posee ventajas cuando se desconocen los mecanismos de regulacion de
los genes que participan en la ruta de biosintesis del compuesto de interés o en que las
metodologias de mutagénesis sitio dirigida y transgenia estan poco desarrolladas, como es el
caso de la mayoria de las microalgas

32



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

Apellidos y Nombres

ROL 7/

Cdédigo CVLAC / e-mail

Miguel Guevara

ROL

CA DA T |:|Ju|:|

CVLAC

9284641

e-mail

e-mail

Carmen Alfonsi

ROL

CA DA I:lT I:lJU

CVLAC

e-mail

e-mail

Sonia Subero

ROL

CA DA I:lT I:lJU

CVLAC

e-mail

e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:

ANo Mes Dia

2012 08 02

Lenguaje: spa

33




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
PG-Cortez.Doc Aplication/Word
Alcance:
Espacial : Nacional (Opcional)
Temporal: Temporal (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo: MAGISTER
SCIENTIARUM EN CIENCIAS MARINAS MENCION BIOLOGIA
MARINA

Nivel Asociado con el Trabajo: MAGISTER SCIENTIARUM

Area de Estudio: Biologia

Institucion(es) que garantiza(n) el Titulo o grado:

Universidad de Oriente

34



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

CUNOARS

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda "SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N* 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidis, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

UNIVERSOHRuREAA e

SISTEMA DE BlBLl%TECf\
oo -

—e—V L

a usted a los fines consiguientes.

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los MNicleos, Coordinador General de
Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccion de Presupuesto,
Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

’ Direccién de Computacién, Coordinacion de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ manyja

Apartado Correos 094 / Teifs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telefax: 4008043 / Cumané - Venezuela

35



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE
PREGRADO (vigente a partir del Il Semestre 2009, segun
comunicacion CU-034-2009): “Los trabajos de grados son de la
exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser
utilizados para otros fines con el consentimiento del Concejo de
Nucleo respectivo, quien deberd participarlo previamente al

Concejo Universitario, para su autorizacion”.

Jurado Examinador:

Prof. Miguel Guevara (Tutor)..... ﬂ =

g s Wl

36



	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	METODOLOGIA
	RESULTADOS
	Parámetros de crecimiento, contenido de lípidos totales, y ácidos grasos de los mutantes y de la cepa silvestre cultivada bajo condiciones de cultivo estándar
	Crecimiento


	DISCUSIÓN
	RECOMENDACIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS
	Disolución de macronutrientes
	Disolución de metales trazas

	NaNO3
	CuSO4.5H2O
	Biotina
	Hoja de Metadatos

