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RESUMEN

Actualmente las microalgas se han convertido en la alternativa mas viable para la produccion
de biocombustibles debido a que presentan 30 veces mas lipidos por hectarea que las mismas
plantas terrestres usados con tales fines. Ademas, como una enzima clave, la comprension
critica de ACCase en la sintesis de lipidos es un requisito indispensable para obtener mas
eficiencia en el uso de microalgas como bioproductos derivados de lipidos. El objetivo de
esta investigacion fue determinar la influencia del nitrato en el nivel de expresion del gen
Acetil-CoA Carboxilasa y la produccion de lipidos en microalgas oleaginosas de la Amazonia
Peruana. L.a biomasa microalgal fue proporcionado por el laboratorio de biotecnologia y
bioenergética de la universidad cientifica del Pert, con las cuales se realiz6 la extraccion y
analisis de lipidos totales ademas se purificé y cuantificé el ARN total de alta calidad, lo cual
nos permitié desarrollar diversas pruebas moleculares, tales como la expresion de los genes,
obteniendo niveles de expresion relativa de hasta ~16 veces mas copias de ARNm en
tratamientos sin nitréogeno. En conclusion, en las tres especies de microalgas Ankistrodesmus
sp., Chlorella sp. y Scenedesmus sp. cultivadas sin nitrégeno, muestran una mayor produccion
de lipidos totales y expresion relativa de los genes.

Palabras clave: Microalgas, Lipidos, ARN Total, expresiéon de genes, Acetil CoA
carboxilasa.
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ABSTRACT

Microalgae have now become the most viable alternative for the production of biofuels
because it has high levels of lipid content, 30 times more lipids per hectare than the same
terrestrial plants used for such purposes. In addition, as a key enzyme, the critical
understanding of ACCase in lipid synthesis is an indispensable requirement to obtain more
efficiency in the use of microalgae as lipid-derived bioproducts. The objective of this research
was to determine the influence of nitrate on the level of expression of the Acetyl-CoA
Carboxylase gene and the production of lipids in oil microalgae of the Peruvian Amazon.
The microalgal biomass was provided by the biotechnology and bioenergetics laboratory of
the Peruvian scientific university, with which the extraction and analysis of total lipids was
carried out. In addition, high total RNA was purified and quantified, which allowed us to
develop various tests Such as expression of genes, obtaining relative expression levels of up
to ~ 16 times more copies of mRNA in treatments without nitrogen. In conclusion, in the
three species of microalgae Ankistrodesmus sp., Chlorella sp. And Scenedesmus sp. Cultured
without nitrogen, show a higher production of total lipids and relative expression of the

genes.

Key words: Microalgae, Lipids, Total RNA, gene expression, Acetyl CoA carboxylase.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Uno de los retos mas importantes que enfrentara la sociedad en las proximas décadas
sera cubrir la creciente demanda de energfas de forma segura, sustentables, renovables y
amigables con el ambiente, que ademas posibiliten la captura de CO; (1). Una excelente
alternativa nos ofrece las microalgas oleaginosas por varias razones. Primero, por su
rapido crecimiento y gran eficiencia fotobiosintética de triglicéridos (2,3), que son la
materia prima para obtener el biodiésel. Segundo, porque pueden proporcionar
productividades mayores de 10 a 100 veces que los cultivos de plantas oleaginosas (4).
Tercero, debido a que actian como sumideros de CO; pueden contribuir a disminuir el
calentamiento global (5,6). Cuarto, porque demandan menos areas que los cultivos de
oleaginosas (7) y pueden usar aguas servidas para generar biocombustibles como
biodiésel, bioetanol y biometanol (8,9). También, en biorefinerias microalgales es posible
la producciéon de diversas sustancias de valor farmacéutico, nutracéutico, entre otros

(10,11).

Pero atn existen varias limitaciones tecnolégicas, econémicas y en el conocimiento
cientifico basico que necesitan ser resueltos (12,13). Por ejemplo, numerosos estudios
referente a los efectos de factores fisicoquimicos (p.ej. temperatura, intensidad de luz,
concentraciéon de nitrégeno, etc.) en la acumulacién de lipidos microalgales han sido
documentados en la literatura cientifica (14,15). Sin embargo, debido a los vacios en el
conocimiento cientifico basico nuestra comprensiéon de los mecanismos moleculares
implicados en el control metabdlico (anabolismo y catabolismo) de la acumulacién de
lipidos microalgales es limitado, porque sélo se conocen algunos aspectos de respuestas
al estrés fisiolégico a nivel molecular de la microalga modelo Chlamzydomonas reinbardtii (16,

17). Asimismo, sélo de algunas especies de microalgas marinas se han secuenciado,
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ensamblado y anotado sus genomas (18,19) y transcriptomas (20,21). En consecuencia,
los conocimientos cientificos basicos requeridos para mejorar la produccién de lipidos

microalgales, particularmente de especies amazonicas, son inexistentes.

Consecuentemente, al demostrar que el gen que codifica la enzima acetil-CoA carboxilasa
es responsable de la acumulacion de triglicéridos, se podra establecer las bases cientificas
para la mejora genética de estas especies. Ademas, toda esta informacién aportara
significativamente al estado del arte y en el futuro permitira el incremento en la

produccion de biodiésel y la mejora del nivel socioeconémico local regional y nacional.

Por lo que el objetivo de la presente tesis fue determinar la influencia del nitrato en el
nivel de expresion del gen Acetil-CoA Carboxilasa y la producciéon de lipidos en
microalgas oleaginosas de la amazonia peruana; partiendo de la siguiente hipotesis: ¢El
nitrato influye en el nivel de expresion del gen Acetil- CoA carboxilasa y por ende en la

produccion de lipidos?
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CAPITULO II

OBJETIVOS

2.1. General

e Determinar la influencia del nitrato en el nivel de expresion del gen
Acetil-CoA Carboxilasa y la produccion de lipidos en microalgas

oleaginosas de la amazonia peruana

2.2. Especificos

e LEvaluar el nivel de expresion del gen Acetil-CoA Carboxilasa en las
microalgas Ankistrodesmus sp., Chlorella sp. y Scenedesmus sp. cultivadas

en medio Chu N° 10 con y sin nitrégeno

e Conocer la relacién entre el nivel de expresion del gen Acetil-CoA
Carboxilasa en las microalgas Ankistrodesmus sp., Chlorella sp. y

Scenedesmus sp. y la produccion de lipidos

15



CAPITULO III

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

3.1. Marco tedrico

3.1.2 Generalidades de las microalgas.

LLas microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos unicelulares
procariontes (cianobacterias) y eucariontes, que se localizan en hébitats diversos como aguas
marinas, dulces, salobres, residuales o en el suelo. Los grupos que las conforman presentan
individuos con notables similitudes morfolégicas, pero versatiles en términos de tamafo,
forma y funcién ecoldgica las cuales surgen como respuestas adaptativas convergentes al
medio fisico en el que habitan tales como el rango de temperaturas, pH y disponibilidad de
nutrientes (22) se les considera responsables de la produccion del 50% del oxigeno y de la
fijacion del 50% del carbono en el planeta (23).

Su biodiversidad es enorme, se han identificado alrededor de 40,000 especies, aunque se
estima que existen mas de 100,000, muchas de ellas se desconoce su composicion bioquimica
y metabolismo. Las microalgas se clasifican de acuerdo a varios parametros: pigmentacion,
ciclo de vida, morfologia y estructura celular; solo las formas mas pequefas tienden a ser
redondeadas; las medianas y las grandes muestran algin grado de alargamiento o poseen
apéndices, prolongaciones, cuernos, espinas y otras estructuras que aumentan tanto la
friccién con el agua como la relacion supetficie/volumen para la absorcion de nuttientes. Las
especies mas estudiadas para aplicaciones biotecnoldgicas corresponden a las algas verdes y
a las diatomeas (24, 25,20).

Los ciclos de vida son cortos e incluyen la formacién de esporas de resistencia o de células
de reposo, con lo cual sobreviven en situaciones desfavorables, su nutricion es por absorcion
i6nica de Carbono (C), Hidrégeno (H), Oxigeno (O), Nitrégeno (N), Fésforo (P), Azufre
(S), Potasio (K), Calcio (Ca), Hierro (Fe), Magnesio (Mg), asi como de cantidades traza de

Manganeso (Mn), Boro (B), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Cinc (Zn) y Molibdeno (Mo); si bien,
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para algunas especies son necesarias otras moléculas inorganicas y organicas complejas. De
los grupos que las conforman, las cianofitas, clorofitas, criséfitas, euglenofitas y diatomeas
pennales son mas comunes en las aguas dulces.

3.1.3 Clasificacion de las microalgas.

Los primeros intentos por clasificar los grupos de microalgas se basaron en la pigmentacion,
cuya importancia todavia no se reconoce cuando se hablan de los distintos grupos de
microalgas. Hoy en difa, se consideran también las siguientes caracteristicas importantes para
definir los principales grupos de microalgas: morfologia (presencia o ausencia de flagelos),
caracteristicas del flagelo (numero, longitud, punto de interseccién, presencia o ausencia de
pelos o escamas), composicion de la pared celular y tipos de productos fotosintéticos
almacenados. Hasta hoy en dia, existen muchas variables que son temas de discusion para la
clasificacion de las microalgas; se dice que existen casi tantos esquemas de clasificacion como
autores sobre el tema. Las clases son agrupadas de acuerdo con el esquema de Canell (27).
Las microalgas se dividen en los siguientes grupos:

3.1.3.1 Cyanophyta

Conocidas comunmente como algas verdes azuladas. Al igual que las bacterias, son
organismos procariotas, cuyas células no presentan sistemas de membranas internas que
afslen los organelos del citoplasma.

3.1.3.2 Chlorophyta

Son las conocidas como algas verdes, con cloroplastos de este color muy bien definidos, con
formas y localizaciones celulares diferentes.

3.1.3.3 Cryptophyta.

Las células son a menudo unicelulares y flageladas, con plastos generalmente de color

marrén, aunque los hay verdes, amarillos o verde azulados. Las células presentan una forma

particular, con frecuencia aplanada, y dos flagelos casi iguales.

3.1.3.4 Chrysophyta.
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Individuos unicelulares o coloniales, raramente filamentosos. Presentan plastos de color
amarillo o marrén, a menudo verdosos, por lo que se conocen vulgarmente como algas de
color dorado. Existen multitud de formas diversas. Las células se encuentran impregnadas
en silice formando valvas que suelen situarse a modo de caja, y que pueden presentar una
ornamentacion caracteristica de cada especie.

3.1.3.5 Pyrrophyta.

En general son células flageladas moviles, aunque hay especies cocoides inmoviles. Las
células suelen presentar una hendidura ecuatorial en la que se insertan dos flagelos, uno
transversal y otro longitudinalmente.

3.1.3.6 Euglenophyta.

Incluye todas las formas unicelulares, solitarias, desnudas o loricadas (cubierta formada por
escamas), que nadan libremente, provistas de 1, 2, 3 6 7 flagelos dispuestos de forma variada.
3.1.4 Microalgas oleaginosas.

Son microalgas que poseen acidos grasos como componentes de su membrana, productos
de almacenamiento, metabolitos y fuente de energia (28). Es por esa razén que estos
microorganismos representan una opcion como materia prima para producir biodiésel,
debido a la mayor productividad de biomasa y mayor velocidad de replicacién con respecto
a plantas cultivables (29), algunas especies de microalgas pueden acumular entre 20-80%
(peso seco) de triglicéridos (30), y no requieren terrenos cultivables para el crecimiento celular

no compitiendo por alimento humano (31).

Para la produccion exitosa de biodiésel empleando microalgas como sistemas biolégicos para
la acumulacién de biomasa y lipidos, el primer punto critico es buscar e identificar cepas
hiper productoras de lipidos (32). A pesar de que el intervalo de lipidos contenidos en
microalgas oscila entre 1-75% (peso seco), algunas especies pueden alcanzar hasta el 90%

(peso seco) bajo condiciones especificas de cultivo (29).
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Para elegir una cepa se debe considerar una estrategia de seleccion en base a diversos criterios
que sean practicos a los siguientes problemas: a)velocidad de crecimiento, cuantificado
normalmente por biomasa total acumulada por unidad de tiempo y unidad de volumen; b)
cantidad y calidad lipidica; c) respuesta a alteraciones del ambiente, se consideran variaciones
de temperatura, entrada de nutrientes y fuente luminica, asf como competencia con otras
especies de microalgas o bacterianas; d) velocidad de absorcion y afinidad por nutrientes,
particularmente CO,, nitrégeno y fésforo; e) cultivo de biomasa sencillo para su posterior

procesamiento (33).

LLas microalgas con elevadas productividades lipidicas son deseables para la elaboracion de
biodiésel, raz6n por la cual la cantidad de lipidos contenidos en la biomasa y la velocidad de
crecimiento, sumados a la eficiencia metabodlica y la robustez del microorganismo, son
parametros relevantes para su seleccion. La determinacién del contenido oleaginoso de las
microalgas resulta complicada a causa de su variacién ante condiciones distintas de cultivo;
el crecimiento en ambientes desfavorables o bajo situaciones de estrés, frecuentemente
conlleva al incremento de la fracciéon lipidica, aunque en detrimento de la productividad
lipidica del cultivo. Los lipidos comprendidos en las microalgas por lo general constituyen
del 20 al 50 % de su peso seco, sin embargo, se han reportado valores en un rango del 1 al
80 %, o incluso superiores. Las especies que producen mas de un 30 % de materias grasas se

denominan ‘oleaginosas’ (25).

Los grupos taxonémicos a los cuales pertenecen las microalgas oleaginosas son diversos. En
los ejemplares eucariontes, el contenido lipidico es considerado como propio de la especie y
no del género, de manera tal que este parametro varfa notablemente entre las especies
individuales de cada grupo taxonémico. No obstante, es posible generalizar que microalgas
oleaginosas eucariontes de grupos diversos (clorofitas, diatomeas, crisofitas, haptofitas,

eustigmatofitas, dinofitas, xantofitas y rodofitas) presentan, bajo condiciones normales de
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cultivo, una fraccién lipidica promedio del 25.1 %, magnitud que es superior (45 %) en
situaciones de estrés (26). Cabe destacar que la ubicuidad de las algas verdes (clorofitas) en
habitats diversos, ademas de la facilidad para su aislamiento y desarrollo en condiciones de
laboratorio, ha favorecido la identificacién de numerosas especies oleaginosas en este grupo,
condicién que no necesariamente es distintiva del mismo. Las cianobacterias por su parte
presentan bajos contenidos lipidicos promedio (26), sin embargo, su aplicaciéon en la
produccién de biodiésel ha sido sugerida a causa de la produccién de lipidos paralela al
crecimiento y la sencillez para la manipulacién genética que ofrecen, en contraste con las

especies eucariontes (34).

Quimicamente los lipidos son sustancias de origen biolégico que, siendo escasamente
solubles en agua, pueden ser extraidas con solventes organicos de baja polaridad. Las
estructuras de estas biomoléculas comprenden largas cadenas hidrocarbonadas, unidades de
isopreno y grupos funcionales diversos (oxigenados principalmente). En las microalgas los
principales componentes de la fraccion lipidica son triacilgliceroles, acidos grasos libres,
ceras, esteroles, hidrocarburos, glicolipidos (predominantes en membranas cloroplasticas),
fosfolipidos (abundantes en plasmalema y diversos sistemas endomembranosos) y pigmentos

(carotenoides, clorofilas, ficobilinas, etc.), aunque compuestos inusuales tales como acidos

grasos halogenados e hidroxilados, alquenonas de cadena larga, entre otros.

3.1.5 Aceites Vegetales de Microalgas

La mayoria de los aceites vegetales en las microalgas son triglicéridos. En donde,
quimicamente, los triglicéridos son los ésteres triacilglicerilicos de varios acidos grasos con
glicerol. La composicién de acidos grasos de las microalgas comunmente incluye moléculas
lineales de 12 a 22 atomos de carbono y algunas propiedades fisicas de los 4acidos grasos se

mantienen constantes en aceites vegetales y grasas animales por igual. Pero, el problema de
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los aceites vegetales a nivel de las microalgas es que estos no se encuentran en cantidades

iguales, por lo que cada microalga posee un contenido caracteristico de aceite (1).

No todos los lipidos microalgales son satisfactorios para la produccion de biodiésel, sin
embargo, los apropiados para ello (acidos grasos, libres y unidos covalentemente al glicerol
y sus derivados son producidos con frecuencia y constituyen la mayor fraccién de los lipidos
totales, usualmente del 20% al 40% (1). Un perfil de acidos grasos de cadena larga con un

bajo grado de instauracion es deseable para la elaboracién de biocombustible de calidad (35).

3.1.6 Lipidos en Microalgas

Bajo el término lipido se incluyen, generalmente, moléculas de origen biolégico insoluble en
agua y soluble en disolventes organicos, como acetona, metanol, éter dietilico, hexano y
cloroformo, entre otros. Las principales funciones biologicas de los lipidos incluyen su papel
central en el almacenamiento de energfa, como componentes estructurales de las membranas

celulares, y como importantes moléculas de sefalizacion.

Los lipidos denominados neutros incluyen los TAG (triacilglicéridos). Estos compuestos
sirven principalmente como almacenamiento de energfa y carbono organico. Aparecen en
forma de cuerpos oleosos en las células de muchas especies de microalgas. En la mayoria de
los casos, los TAG se acumulan en las microalgas cuando sus cultivos se someten a
condiciones limitantes para el crecimiento, que suelen denominarse condiciones de estrés e
incluyen variaciones en la temperatura, alta irradiacién, carencias nutricionales o altas
concentraciones de sal en el medio, entre otras. Por tanto, los TAG son una reserva relevante
de carbono y energia para el crecimiento de los microorganismos después de estar sometidos
a alguna condicion de estrés (36, 37, 38). Por otra parte, los lipidos polares desempefian un
papel estructural en la membrana celular y en otros organulos, y junto a esta funciéon
estructural también pueden operar como moléculas sefiales o precursores de la biosintesis de

otras (39). Entre los lipidos polares se encuentran moléculas de naturaleza terpenoide que
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realizan funciones colectoras de luz y antioxidante en plantas y microalgas, conocidas como

pigmentos fotosintéticos.

3.1.7 Acidos grasos: Biosintesis y factores que inducen la acumulacion
Los triacilglicéridos estan formados por tres moléculas de acidos grasos esterificados con los
grupos hidroxilo de una molécula de glicerol. Los acidos grasos son moléculas formadas por

cadenas de carbono que poseen un grupo carboxilo como grupo funcional (Figura 1).

Glicerol

H
H_cl:_OH e Acido graso libre
- I T -
H—CII—OH o]

:

Triglicérido
H

Figura 1. Estructura y componentes de los TAG. El nimero de carbonos habitualmente es par. Los
acidos grasos pueden ser saturados o insaturados, segun presenten o no instauraciones en la cadena
alifatica. Los acidos grasos que contienen dos o mas dobles enlaces se denominan acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs).

22



Tabla 1. Principales 4dcidos grasos descritos en microalgas

Nombre comuin Acidos grasos

Acidos grasos saturados

Laurico C12:0

Miristico C14:0

Palmitico C16:0

Estearico C18:0

Acidos grasos monoinsaturados
Palmitoléico C16:1
Oléico C18:1
Acidos grasos poliinsaturados
Linoléico C18:2
y-linolénico y a-linolénico C18:3 W6 y C18:3 3
Araquidoénico C20:4 6

Eicosapentaenoico C20:5 W3 (EPA)
Decosahexaenoico C22:6 ® (DHA)

Fuente: Monsalve Alexander Guzman (2013).

La biosintesis de acidos grasos tiene lugar en el cloroplasto tal y como se observa en la Figura
1. La primera etapa anabdlica esta catalizada por la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACCase)
y combina CO; (disuelto como HCOy), ATP y acetil-CoA para formar el malonil-CoA. Esta
fuente endégena de acetil-CoA proviene del fosfoenolpiruvato (PEP) de la ruta glucolitica o
de la dihidroxiacetona fosfato originada en el ciclo de Calvin. La glucdlisis citosolica
comienza con la degradacion de carbohidratos simples y dando lugar a PEP, que es
transportado al cloroplasto para ser convertido en piruvato y posteriormente en acetil-CoA
(26). Es en esta etapa donde el malonil-CoA inicia la sintesis de acidos grasos. La mitad del

grupo malonil es usado para la elongacién del grupo acilo como donante central.

El siguiente paso es la transacilacion, que implica un cofactor, una proteina portadora del
grupo acilo (ACP) y dos moléculas de acil-CoA. Mientras que el complejo enzimatico

malonil-CoA/ACP es altamente especifico, acetil-CoA/ACP es de menor afinidad, lo que da
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lugar a que pueda reaccionar con otros compuestos de acil-CoA de bajo peso molecular, por
ejemplo, el propionil-CoA, dando lugar a un nimero impar de carbonos y a ramificacion de
los acidos grasos. Estos son poco comunes en microalgas y muy tipicos en lipidos de

bacterias (40).

La formacion de TAG tiene lugar en el cloroplasto y en el reticulo endoplasmatico. El primer
paso es la condensaciéon de G3P con una molécula de acil-CoA para formar lisofosfatidato
(LPA), de nuevo condensado con otro acil-CoA para producir fosfatidato (PA) y dando lugar
a diacilglicerol. El dltimo paso incorpora de nuevo otro acil-CoA a la molécula dando lugar

a triacilglicerol. Los TAG son almacenados en cuerpos oleaginosos (41).

Citosol

l Fosfoenolpiruvato (PEP) }\
3,4y5 v
~%[ms]

\ | Acidos grasos libres (FFA) | J

Reticulo endoplasmatico Eﬁ
FFA
fosfolipidos
[ Acitiarcoa | | po | [ achizrcoa | [ acuiircon |

g | «—¥— [oas] <1 [ < ¥ [usorm| <V
Hy-C-O-acyl (3) H-C-OH HAC-0-PO, H-C-0-PO, HC-0-P0,
“+MQ n+—mm u-tLo-omn n-é-cu "-4:=-°“
Hy-C-O-acyl (1) H-C-O-scyl (1) ..,.Lo...,.m (U] gy

Figura 2. Ruta de biosintesis de acidos grasos y TAG (Kennedy pathway). Reacciones enzimaticas: (1)
ACCase; acetil-CoA-carboxilasa (2) complejo enzimatico malonil-CoA/ACP transferasa; (3) 3-
ketoacil ACP reductasa; (4) 3-hidroxiacil ACP deshidrogenasa y (5) enoil ACP reductasa. ACP,
proteina portadora de grupo acilo; G3P, glicerol-3-fosfato; liso-PA, acido lisofosfatidico; TAG,
triacilgliceridos; DAG, diacilgliceridos. Adaptado y modificado de: Roessler et al. (1994), Ohlrogge y
Browse (1995) y Riekhof et al. (2005).
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La acumulacién de acidos grasos se produce a partir de diferentes situaciones. Las células
pueden ser capaces de reciclar los acidos grasos a partir de otros componentes celulares, por
ejemplo, lipidos de membrana. La decision de si los lipidos se sintetizan a partir de nuevo
carbono asimilado o desde carbono reciclado, depende fuertemente del estado metabdlico
de la célula. En células de crecimiento rapido, el metabolismo de los lipidos se centra en la
sintesis de lipidos de membrana para apoyar dicho crecimiento celular. La mayoria de los

lipidos en estas células son sintetizados de novo.

Bajo condiciones de estrés, algo mas de la mitad de los lipidos durante el aumento del estrés
se origina a través de la sintesis de acidos grasos, mientras que el resto de lipidos acumulados
proviene del reciclaje de acidos grasos existentes, por ejemplo, los que se encuentran en
membranas de organulos (42). Vale la pena mencionar que las condiciones favorables para
la biosintesis de acidos grasos y TAG suelen ser estresantes para el metabolismo de la
microalga, es decir, dificultan la division celular y por tanto reducen la velocidad de
crecimiento (38). Los principales factores quimicos que inducen la acumulacién son la
carencia nutricional, la salinidad y los cambios de pH en el medio nutricional. Factores fisicos
que también pueden estimular la sintesis de acidos grasos son la variacion en la intensidad de
luz y en la temperatura. Tales factores no solo afectan a la acumulacién de carbono, sino al
crecimiento celular y a la composicion de acidos grasos (26). La abundancia de 4cidos grasos
respecto a la masa celular y la proporcion de saturados e insaturados depende también de la

intensidad del estrés aplicado.

Generalmente, la relacion entre cantidad de acidos grasos acumulados y productividad de la
biomasa es inversa, y desde el punto de vista aplicado resulta clave determinar el factor y la
intensidad adecuados de estrés que favorezcan la acumulacion de acidos grasos sin limitar en
extremo la productividad de la biomasa. De esta forma, se conseguira la mayor productividad

posible de acidos grasos. La carencia de nitrogeno inorganico es el que mas afecta, de entre
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los nutrientes, al metabolismo de lipidos en algas. En general, se ha observado en numerosas
especies un aumento en la acumulaciéon de TAG como respuesta de la deficiencia de
nitrégeno (26). La limitacion de fosforo y azufre también supone en muchos casos un
aumento de TAG. Isochrysis galbana, Chlamydomonas reinbardtii o Chlorella sp. Son algunos
ejemplos (43). Por otro lado, algunos estudios revelan que en cultivos de microalgas y
cianobacterias la disminucién de la temperatura tiende a aumentar la proporciéon de los acidos

grasos insaturados, mientras los saturados aumentan con las temperaturas elevadas (44).
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3.2. Definicion de términos basicos.

Acidos grasos: Son los componentes caracteristicos de muchos lipidos y rara vez se
encuentran libres en las células. Son moléculas formadas por una larga cadena
hidrocarbonada de tipo lineal, y con un nimero par de atomos de carbono. Tienen en un

extremo de la cadena un grupo carboxilo (-COOH).

Acil-CoA carboxilasa: Es una enzima que cataliza la reacciéon de adicion de un grupo

bicarbonato al acetato para obtener malonato. Esta reacciéon consume una molécula de ATP.

Autétrofos: (Organismo) capaz de sintetizar o elaborar su propia materia organica a partir

de sustancia inorganica: plantas que tienen clorofila son seres autétrofos.

Biodiésel: Biocombustible liquido que se obtiene a partir de lipidos naturales como aceites
vegetales o grasas animales, con o sin uso previo, mediante procesos industriales de
esterificacion y trans esterificacion, y que se aplica en la preparacion de sustitutos totales o

parciales del petrodiesel o gaséleo obtenido del petréleo.

Biomasa: Materia total de los seres que viven en un lugar determinado, expresada en peso

por unidad de 4rea o de volumen.

Biosintesis: La biosintesis es el conjunto de miles de reacciones quimicas que ocurren
continuamente en el cuerpo de un ser vivo en el que las moléculas mas sencillas forman

biomoléculas (moléculas organicas) mas complejas.

Fotosintesis: La fotosintesis consiste en la fabricacioén de alimentos por medio de la luz. En
la fotosintesis intervienen el agua, las sales minerales, el aire y la energfa solar. Los tnicos

seres vivos capaces de crear su propio alimento son las plantas.

Gen: Es una unidad de informacién en un locus de Acido desoxirribonucleico (ADN) que
codifica un producto funcional, o Acido ribonucleico (ARN) o proteinas y es la unidad

de herencia moleculat.
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Lipidos: Son biomoléculas organicas formadas basicamente por carbono e hidrégeno y
generalmente, en menor proporcion, también oxigeno. Ademas, ocasionalmente pueden

contener también fosforo, nitrégeno y azufre.
Medio de cultivo: Solucién u otro substrato utilizado para cultivar microorganismos.

Microalgas: Las microalgas son organismos unicelulares microscopicos (2-200 um),
polifiléticos, su metabolismo puede ser autétrofo o heterétrofo y suelen ser eucariontes,
aunque las cianobacterias procariontes son frecuentemente incluidas como microalgas

Oleaginosas.

Microalgas oleaginosas: son aquellas microalgas que contienen acidos grasos como
componentes de su membrana, productos de almacenamiento, metabolitos y fuente de

energfa.

Nitrato: El nitrato (NO3-) es una materia prima util para plantas dedicadas a la sintesis de
proteinas. El nitrato en concentraciones mayores a los 10mg/L, puede ser toxico para

muchos organismos tanto terrestres como acuaticos.

Nitrogeno: De simbolo N, es un elemento gaseoso que compone la mayor parte de la
atmosfera terrestre. Su numero atoémico es 7 y pertenece al grupo 15 (o VA) de la tabla
periddica, el nitrégeno es un gas no toxico, incoloro e insipido. Puede condenarse en forma

de un liquido incoloro que, a su vez, puede comprimirse como un sélido cristalino e incoloro.

Nutrientes: son compuestos organicos y productos quimicos inorganicos, tales como COs,
nitrégeno y fosforo, aunque también en ocasiones otros minerales como Potasio, Calcio o

Manganeso.
Tasa de crecimiento: Indice de crecimiento diario de la microalga.

Triglicéridos: Los triglicéridos son un tipo de lipidos formados por una molécula de glicerol

esterificado con tres acidos grasos, que suelen ser distintos.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1.  Lugary desarrollo de la investigacion.

El cultivo de las microalgas se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética
de la Universidad Cientifica del Pera (UCP), ubicado en la Av. José Abelardo Quifiones km
2.5, distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas, Departamento de Loreto. La
extraccion de lipidos totales y la expresion diferencial de los genes se realizé en la Unidad
Especializada de Biotecnologia del Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la
Amazonia Peruana (CIRNA - UNAP). Ubicado en la Av. José Abelardo Quifiones km 2,0,
pasaje Los Paujiles s/n. AA.HH. Nuevo San Lorenzo del Distrito de San Juan Bautista.

4.2.  Recursos utilizados.

4.2.1. Materiales.
v" Alcohol (70 % y 96 %)

v" Frascos Erlenmeyer de 500 y 1000 ml.
v Gorro

v Gradillas

v" Laminas portaobjetos y cubreobjetos
v Mandil y guantes de laboratorio.

v' Mascarilla

v" Micropipetas de volumen variable (1-10; 10-100; 100-1000 pl.)
v" Microtubos (200 ul, 1.5 ml y 2 ml)

v" Papel de Aluminio

v" Placas Petri (15x 100 mm, Duran).

v" Probetas

v" Puntas de plastico 100,200 y 1000 pl.
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v" Tubos de 15 ml

4.2.2. Equipos.
v" Autoclave (Yamato, SM 510)

v' Balanza analitica (Sartorius, ED 124S)

v Bombas de aireacion.

v" Bafio Maria (Labnet)

v' Camara de fotoregistro (Biometra, F14582JRF)

v' Camara electroforética de corrida horizontal

v' Camara de Neubauer.

v" Cabina de flujo laminar (Telstar, Technologies S.L)
v" Centrifuga (Kert Lab, 0412-1)

v" Centrifuga refrigerada (Hettich, Universal 320R)
v" Congelador a -80°C (Symphony, Dw-861.628)

v" Computadora (HP, Raedon Graphics)

v" Deshionizador (Thermo Scientific, D13321)

v' Estufa (Ecocell 111)

V' Espectrofotémetro NanoDrop® 2000 (Thermo Cientific EE. UU)
v Horno microondas (Samsung, AMW73F-W)

v" Microscopio de fluorescencia (Zeiss, L.ab.A1-Ax10)
v" Microscopio 6ptico (alphaoptics, N-800M)

v" Microcentrifuga refrigerada (Hettich, Mikro 200)

v" Termociclador (eppendorf, modelo ep RealplexS*)
v' Termo Bloock (Labnet, D1200)

v' Voértex (Scientific Industries, SI-T246)

4.2.3. Reactivos.
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CsH;0- (Acido citrico)

HCl (Acido clorhidrico)
Na2EDTA.2H20 (Acido etilendiaminotetraacético Sédico)
EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
Alcohol isopropilico

Alcohol isoamilico

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Carbén activado

CsHs5FeO7*Xh,0 (Citrato férrico)
Cloroformo

Ditiotreitol

Etanol

Espermidina

Na,Si0; (Metasilicato de sodio)

NaCl (Cloruro de Sodio)

CsHoNO, (Polivinilpirrolidona — 40)

Rojo de Nilo.

C21H3NOs (Sarkosyl)

C4H;NO; HCL Tris — Acido clorhidrico
Tris base

Tris Glycina

Tris Sulfato de Lauril de Sodio
CaCl2.2H,0 (Cloruro de calcio dihidratado)
MgSO..7H,O (Sulfato de magnesio heptahidratado)
NaHCOs; (Bicarbonato de sodio)

K,HPO, (Fosfato dipotasico)
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v NaNOs (Nitrato de sodio)

v H;BO; (Acido bérico)

V" CuSo4.5H:O (Sulfato de cobre (II) pentahidratado)
v ZnSO,.7H-O (Sulfato de zinc heptahidratado)

v CaClL.6H,O (Cloruro de calcio hexahidratado)

v MnClL.4H;O (Cloruro de manganeso tetrahidratado)
V' Na:MoO4.2H,O (Molibdato de sodio dihidratado)

4.2.4. Programas.

v" Bowtie v1.0.1 (Programa de ensamblado de transcriptos)

v DESeq v2.14 (Programa de analisis de expresion diferencial de gen)
v" Excel de Microsoft Office

v' RSEM v1.2.15 (Programa que calcula la abundancia de los transcritos)

v SAMtools v1.4 (Programa de contabilizacién de secuencias alineadas)

4.3. Disefio de la investigacion

La investigacion fue correlacional porque nos permitié establecer la relaciéon entre la
concentracién del nitrato en el medio de cultivo y el nivel de expresion del gen Acetil-CoA
carboxilasa y la produccién de lipidos de las microalgas. El diseno fue de tipo experimental,
porque las microalgas fueron cultivadas con y sin nitrégeno. (0 g/100 ml H>O y 8,5 ¢/100

ml H,O, (Figura 3).
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Figura 3: Flujograma metodolégico empleado en la investigacion

33



4.4. Poblacién y muestra.
4.4.1. Poblacion.

Estuvieron constituidas por todas las especies de microalgas dulceacuicolas de la amazonia
peruana.

4.4.2. Muestra.

LLa muestra fue representada por tres especies de microalgas oleaginosas (Ankistrodesmus sp
UCP 0001, Chlorella sp UCP 0002. Scenedesmus sp UCP 0003.) que fueron proporcionadas por
el Banco de Cepas del Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de la Universidad

Cientifica del Pera (UCP)

4.5. Técnicas, Instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos.
4.5.1. Técnica de recoleccion de datos:

Para la recoleccion de datos se utiliz6 la observacion directa y el registro de la informacion
de la cantidad de lipidos totales acumulados por las tres especies de microalgas cultivadas en
medio Chu N° 10 con y sin nitrégeno (45). Asimismo, se utilizaron la observacion indirecta
para estimar el nivel de expresion del gen en las tres especies cultivadas bajo las condiciones

indicadas previamente.

4.5.2. Instrumento de recoleccion de datos:

Los instrumentos para la recoleccion de datos que se utilizaron fueron los siguientes:

a). Fichas o gufas de observacion. Se utilizaron para registrar la informacién obtenida de la
cantidad de lipidos microalgales por peso seco de biomasa.

b) Analisis bioinformaticos: Se utilizé para determinar el nivel de expresion del gen en cada
una de las especies microalgales cultivadas en medio Chu N° 10 con y sin nitrégeno.

). Los equipos que se utilizaron para obtener directamente el registro de datos fueron
microcentrifuga universal refrigerada, espectrofotometro, sistema de electroforesis,

Nanodrop y computadoras con programas bioinformaticos.
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4.5.3. Procedimiento Experimental.
4.5.3.1.  Experimentos de la induccion de la produccion de Lipidos

Se inoculé 50 mL de resuspensiéon microalgal (Proporcionada por el Laboratorio de
Biotecnologia y Bioenergética de la UCP) por triplicado en frascos Erlenmeyer que contenian
1000 mL de medio Chu N° 10 completo con nitrégeno (+ N) y del mismo modo en tres
frascos Erlenmeyer que contenfan 150 mL de medio Chu N° 10 sin nitrégeno (- N). Las
microalgas se cultivaron en estos medios por siete dias en agitacién permanente (110 rpm),
a 28°C y con una intensidad de luz de 100 #zmolfotones. m>.s”. Al término de siete dias de
cultivo se cosecho las microalgas con el procedimiento indicado y de cada frasco se destiné
200 mg de biomasa para la obtencion de lipidos totales y determinar el perfil de acidos grasos.
Asimismo, de 100 mg de biomasa se purific primero el ARN total y después el ARNm para

secuenciar los transcriptomas de las tres especies cultivadas en ambos tratamientos.

4.5.3.2.  Extraccién y analisis de lipidos totales.

La extraccion de lipido total se realizé segun Yu (46), que consistio en transferir la biomasa
seca a morteros para su trituracion con 8 mL de una mezcla de cloroformo: metanol (2:1).
El extracto obtenido se transfirié a microtubos de 2 mL. La solucién se homogenizd en
vortex por 30 seg. y centrifugd a 10000g a 4°C por 5 min. La fase cloroférmica se transfirié
a vasos de precipitado de peso conocido. Los restos celulares y otros componentes fueron
retenidos en la fase intermedia (entre fase acuosa y cloroférmica) y fueron tratados varias
veces con la soluciéon extractora de lipidos (cloroformo: metanol) después de su
homogenizacién en el vortex y centrifugaciéon. Todos los extractos con solventes organicos
fueron filtrados y transferidos al mismo vaso de precipitado. Los solventes organicos se
evaporaron del vaso de precipitado en un hot plate a 50°C por 4 horas. Luego el componente
lipidico retenido en el vaso de precipitado se secé a 50°C por 4 horas. Finalmente, el vaso de

precipitado se atemperd a 25°C y se determiné su peso. Por diferencia de peso del vaso de
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precipitado con y sin los lipidos se determind la cantidad de lipidos totales obtenidos con la

siguiente ecuacion:

P
Contenido de lipidos (%) = P—Lx100
M
Doénde: PL es el peso seco de los lipidos totales y

PM es el peso seco de las microalgas.

4.6. Purificacion del ARN total

La extraccion y purificacion del ARN se realizé de acuerdo con el protocolo modificado de
Castro ez al (47), que consisti6 de los siguientes pasos:

En un mortero se coloco 0,25 g. de biomasa microalgal, al cual se le agregd 2,5 ml, de buffer
de extraccion CTAB pH 8,5 (Tris 300 mM; EDTA 25 mM; NaCl 2M; CTAB 2%; PVP — 40
3%) y 25% de buffer TRIS — SDS pH 8,0 (Ttis 300 mM; SDS 3%; PVP — 40 3%; EDTA
100mM; NaCl 2M; Sarkosyl 0,5%). combinados en una proporcion 0,75% y 0,25%
(atemperados en bafio Marfa a 70°C). Ademas, se agregé 100 uL. de 2-mercapto etanol, 20
uL de proteinasa K, 50 pL. de carbén activado y 100 mg de arena estéril. Se trituraron las
muestras enérgicamente por 8 min. aproximadamente. Posteriormente se transfirié 1 mL del
homogenizado a tubos de 2 mL a las cuales se agregd 1 mL de cloroformo alcohol isoamilico
(24:1), se homogeniz6 en vortex, luego los tubos se centrifugaron a 21000 xg a 4°C por 10
min. se transfirié 700 plL del sobrenadante a un nuevo microtubo y se agregd suavemente
300 uL. de etanol absoluto, se homogenizé suavemente por inversion de 8 a 10 veces
seguidamente se agregé 1 mL de cloroformo alcohol isoamilico (24:1), se homogeniz6 en
vortex por un minuto, luego se centrifugd a 21000 xg a 4°C por 10 min. seguidamente se
transfirio6 1 mL de sobrenadante y se agregé 1 mL de cloroformo alcohol isoamilico, se
homogenizé en vortex y centrifugé a 21000 xg a 4°C por 10 min. se transfirié 1 mL de

sobrenadante a microtubos de 1,5 mL, se agregé 333 pl. de Cloruro de litio (LiCl) 10 M
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(concentracion final de 2,5 M). se incubé a - 80°C por 1 h, centrifugar a 23000 xg a 4°C por
30 min. se descarto el sobrenadante y resuspendi6 el precipitado (constituido principalmente
por ARN) con 500 pL. de LiCl 2 M, se incub6 a -20°C por 10 min y centrifugar a 23000 xg a
4°C por 10 min. se descarté el sobrenadante y el ARN precipitado se lavé con 1 mL de etanol
al 70%, finalmente se centrifugd a 21000 xg a 4°C por 10 min, se descart6 el sobrenadante,
evapord los residuos de etanol en un Termo block a 50°C por 5 min, resuspendié el ARN
total con 50 L. de tampo6n TE, se almacend a -80°C hasta posteriores analisis.

4.6.1. Analisis electroforético y espectrofotométrico del ARN

Se tomé 5 pl. del ARN obtenido y se mezclé con un mismo volumen de Buffer de siembra
para ARN en microtubos de 200 pL. (RNA Ladder 0,5-10 kb), el cual contiene 47,5% HiDi
Formamida, SDS al 0,01%, azul de bromofenol al 0,01%, y EDTA 0,5 mM. La separaciéon
de las bandas de ARN ribosomal se comprobé en un gel de agarosa al 1%, los geles fueron
tenidos con 2,5 pl. de Bromuro de Etidio 1X (48, 49). Se utiliz6 como soluciéon
amortiguadora de corrida el tampén TBE 1X (Ttis, acido boérico 45 mM y EDTA 1 mM) a
pH 8,0 y se procedi6 a correr el ARN a 100 voltios (V) durante 30 min (49). Se observaron
las bandas en un transluminador de luz ultravioleta y fotografiada con el equipo Bio Doc
Analyze (Biometra, F14582]JRF) (Ver Figura N° 4). La calidad y cantidad del ARN total
purificado se determiné segun Sthephenson (50) con la ayuda de un espectrofotémetro
(Thermo Scientific, NanoDrop® 2000). El equipo proporciona automaticamente datos de
concentracion, absorbancias 260 y 280, ratios de calidad Azsonm/ Azsonm ¥ Azgonm/ A23onm.

4.6.2. Busqueda de secuencias homodlogas de la subunidad alfa del gen Acetil CoA

carboxilasa

Las secuencias ensambladas del transcriptoma de Ankistrodesnus sp, Chlorella sp y Scenedesnius
sp, fueron proporcionadas por el proyecto: “Secuenciamiento y anotacion del transcriptoma
de microalgas oleaginosas de la amazonia peruana promisorias para la produccién sustentable

de biodiésel: descubrimiento de genes y descripcion de vias metabdlicas”. Primero se obtuvo
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la secuencia de aminoacidos de la subunidad alfa de la enzima Acetil-CoA carboxilasa de la
especie Chlamidomonas reinbardtii (51) del GenBank del National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nih.gov/genbank/). Con esta secuencia se busco
homologfas con un Basic Local Alignment Search Tool (BILAS), en la base de datos traducida
del transcriptoma de Awkistrodesmus sp, Chlorella sp y Scenedesmus sp, empleando el programa
BlastStation v2,0 (https://www.blastation.com/intl/en/). ILa secuencia nucleotidica
identificada fue extraida de la base de datos y determinada su secuencia de aminodacido con
el programa EMBOSS Transeq (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/), confirmada mediante
un analisis de la base de datos del Genbank con el programa protein Blast
(https:/ /blast.ncbi.nih.gob/Blast.cgi).

4.6.3. Disefio de cebadores para qPCR

Las secuencias nucleotidicas identificadas con los algoritmos mencionados en el
procedimiento anterior (BlastStation v2,0, EMBOSS Transeq, y protein Blast del GenBank),
fueron utilizadas para el disefio de los cebadores correspondientes, utilizando el programa
PrimerQuest (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index), bajo las siguientes
condiciones de disefio. El primer nivel: Temperatura media de fusiéon (Tm) de 60°C, tamafio
del amplicén 100 a 120 pb, correspondiente al gen Acca 1 y rl, para el gen se espera 70 a
90pb contenido de GC de 35-55% y otros parametros establecidos en el programa. Los
cebadores obtenidos fueron sometidos al segundo nivel: termodinamicamente estables (AG
> -10). El tercer nivel: Se realiz6 empleando el algoritmo del programa, que permiti6 elegir
el par de cebadores f1 y r1 cuyos amplicones (productos de PCR) no formaran estructuras
secundarias, termodinamicamente estables o estructuras internas que pudieran afectar la
eficiencia del PCR a la temperatura de hibridacién y extension de 60°C (Ver figura 11).
4.6.4. Transcripcion Reversa

El ADN complementario (ADNc) se sintetizé6 a partir de 6,8 ul. de ARN total (de

microalgas), se us6 la transcriptasa reversa MulLV y oligo dT 16, 1 uL, siguiendo las
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instrucciones del Kit GeneAmp®-RNA PCR Core (Applied Biosystems). La reaccion se
efectud en un termociclador Eppendorf a 25°C por 10 min, 42°C por 60 min, 99°C por 5
min y 4°C por 5 min.

4.6.5. PCR en tiempo real

Este procedimiento se desarrollé para medir el nivel de expresion de los genes de interés.
Para la reaccion se empled el SYBR Green PCR Core Kit (Applied Biosystems). Los
componentes de la reacciéon fueron: 2 uL. de Buffer 10X; 2,4 uL. de MgCl, 25 mM, 0,4 plL. de
dNTPs Mix 10 mM; 1 puLL de cebadores especificos 10 uM: 2 uL. de ADNc 10 mM (dilucion
1:2), 1 uL. de Taq polimerasa y agua csp 20 pl.. las condiciones de amplificacion, se realizéd
en un termociclador de tiempo real Eppendorf ep RealplexS* fueron: una temperatura inicial
de 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C
por 1 minuto (deteccion de la sefal fluorescente), y para el analisis de la curva de fusién se
empled un ciclo de 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos y aumento gradual de la
temperatura en 20 minutos hasta 95°C por 15 segundos y 1 ciclo final de 4°C (52). La
estabilidad de expresion del gen de referencia para nuestro conjunto de muestras, fue el
gliceraldehido-3- Fosfato deshidrogenasa (GAPDH), utilizando el NormFinder software en
R (53).

4.6.6. Analisis e interpretacion de datos

Los datos de concentraciéon de acidos grasos y de cuantificacion de ARN total fueron
almacenados en una base de datos del programa Microsoft Excel 2010. La eficiencia de los
cebadores de PCR en tiempo real y el CT de las amplificaciones se determiné con el programa
LinRegPCR (54), para tal efecto se realizaron diluciones seriadas del ADNc de 1/2
realizandose el PCR en tiempo real (qPCR) por triplicado. La expresion relativa de los genes
(expresion normalizada, NE) en cada tipo de muestra analizada (con y sin nitrégeno) se

estimé de acuerdo a Simon (55), con la siguiente ecuacion:
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ct i
. (Ereferencia) referencia

NE =
(Epranco)¢thtanco

Donde:

NE: expresion normalizada

Ereferencia: eficiencia del PCR para el gen de referencia.
Eblanco: eficiencia del PCR para el gen blanco, de interés.

Ct: ciclo en el que la fluorescencia supera a la fluorescencia basal.

Los analisis estadisticos (promedios, error estandar de la media, ANOVA vy la prueba de

validacion HSD de Tukey y correlacién de Pearson) se realizé empleando el programa IBM

SPSS Statistics v.21 y los graficos fueron disefiados en Microsoft Excel 2010.
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CAPITULO V
RESULTADOS

5.1.  Purificacion del ARN total
5.1.1. Extraccién y cuantificacion del ARN

La metodologia empleada nos permitié obtener el ARN de las tres especies de microalgas
estudiadas. En la figura 4, se observa un patrén electroforético caracteristico en las tres
especies (Ankistrodesmus sp., UCP 0001, Chlorella sp., UCP 0002 y Scenedesmus sp., UCP 0003),
con las bandas de ARN ribosomales 28S y 18S de alta calidad, con bandas bien definidas
requeridas para la realizacion del RT-PCR y PCR en tiempo real (qPCR).

Respecto a la cantidad y calidad del ARN obtenido con el proceso de purificacion empleado,
se logré una mayor concentracion promedio de 481.6 ng/ ul. para Ankistrodesmus sp (-N) y
una menor concentraciéon promedio de 1.56.ng/ uL para Scenedesmus sp (-N). Asimismo, los
ratios de calidad a A/ 250y Azs/ 250 fueron entre 1.59 a 1.10 y 2.02 a 1.79 respectivamente.
Estos valores indican que las muestras de ARN purificado fueron de alta pureza ya que
supera el rango de valores aceptados, lo cual nos indica que éstos se encontraron libre de

contaminantes por ADN, polifenoles, polisacaridos y proteinas. (Figura 04).
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Figura 4: Gel de agarosa al 1% mostrando bandas de ARN de las tres especies de microalgas
estudiadas. Las flechas muestran el ARN de 28S y 18S. M: marcador de peso molecular (ARN Ladder
0,5-10 kb). Abajo, las ratios de calidad y concentracién de ARN total obtenido de las tres especies de

microalgas cultivadas en medio con (+N) y sin Nitrégeno (-N).
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5.2. Nivel de expresion del gen Acetil CoA carboxilasa en las microalgas
Ankistrodesmus sp, Chlorella sp y Scenedesmus sp. cultivadas en medio Chu-
10 con y sin nitrégeno.

5.2.1. Expresion del gen Accx en las tres especies microalgales

El desarrollo del PCR en tiempo real (qPCR) proporcioné valores promedio para cada gen,
que varfa entre 25,55 a 23,87 para el gen «ACCasa f1 y rl, mientras que entre 19,78 a 16,71
para el gen de referencia GADPH f1 y r1. A partir de los cuales se calcularon las expresiones
relativas de los genes en estudio, siendo Scenedesnus sp., (-N), la especie que presenta mayor
nivel de expresion de los genes en estudio sobre las otras condiciones, asi; con respecto al
gen de referencia GADPH f1 y rl, la especie Scenedesmus sp., (-N), presenté una expresion
relativa de ~16 veces mas copias de ARNm que Chlorella sp., (+N) (-N) y Ankistrodesmus sp
(+N) (-N) (Figura N° 5).

Sin embargo, se evidencia también que Chlorella sp. (+N), muestra una mayor expresion del

gen Acca con respecto a Scenedesmus sp., (+N) y Ankistrodesmus sp., (+N).
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Figura 5: Expresion relativa de los genes en las especies de microalgas evaluadas. En ella se muestra

las veces de incremento por especie.
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5.3.  Relacion entre el nivel de expresion del gen Acca con la produccion de lipidos
en las tres especies de microalgas.
5.3.1. Produccion de lipidos

Por lo general, se evidencia que el contenido de lipidos totales en las tres especies evaluadas
difiere en cada una de ellas. Observandose que Awkistrodesmus sp., fue la especie que presento
el mayor porcentaje de lipidos totales (22 %) en condiciones sin nitrégeno, seguido de
Scenedesmus sp., que tuvo un 15 % y finalmente Chlorella sp., con un total de 13 % de lipidos
totales. Asimismo, se observa el mismo comportamiento en cada una de las especies de

microalgas que fueron cultivadas en medios de cultivo con nitrégeno (Figura 6).
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Figura 6. Contenido de lipidos totales (%) de las tres especies de microalgas

5.3.2. Expresion de genes y produccion de lipidos totales

Respecto a la relacion entre la expresion de los genes en estudio y la produccion de lipidos
en las tres especies de microalgas, podemos ver que Ankistrodesnus sp., -N muestra una
expresion mayor, respecto a Ankistrodesmus sp., +N, la tendencia es la misma en las demas
especies, siendo los tratamientos —N las que muestran mayor expresion, respecto a los

tratamientos +N. (Tabla 2).
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Tabla N° 2. Valores de produccién de lipidos totales y expresion de genes

Lipidos Totales (%)

Expresion de genes

+N -N
Ankistrodesmus sp 18.03+0.3 22.94+0.48
Chlorella sp 9.54+0.21 13.18+0.03
Scenedesmus sp 13.18+0.03 15.24+0.06

+N -N
0.0052 0.0077
9.6464 11.1579
3.0314 49.8665

+ Los valores representan el promedio + desviacién estandar ng/ pL.
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CAPITULO VI
DISCUSION

LLas microalgas han adquirido gran valor biotecnoldgico en los ultimos afios, siendo utilizados
en gran numero de soluciones, tales como la produccion de aceites, bioplasticos y biodiésel
(1). Ademas de diversas aplicaciones en aspectos de alimentacién, produccion de biomasa y
metabolitos con muy buen perfil de aminoacidos agregados de origen natural (26). Sin
embargo, se ha observado que mientras la concentracion de lipidos puede llegar a
incrementar significativamente en condiciones de limitacion de nitrégeno, la tasa de
crecimiento o produccion de biomasa es reducida lo cual no es rentable cuando se pretende
tener una alta productividad de aceite (1). Acetil CoA Carboxilasa es una enzima clave en la
via de sintesis de los lipidos, para ello fue necesario evaluar el grado de expresion de estos

genes y la relacién que existe con la produccion de los lipidos.

En esta investigaciéon reportamos una mayor expresion del gen Acce y GADPH en los
cultivos sometidos a tratamientos sin nitrégeno, lo cual representa~16 veces mas copias de
ARNm en la especie Scenedesmus sp (-N), con respecto a Chlorella sp y Ankistrodesmus sp
respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos por Liang e a/. (56) quienes
reportan cambios en la transcripcion y abundancia de gliceraldehido- 3-fosfato
deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa, implicados en la sintesis de acetil-CoA, en

Nannochloropsis Sp. el cual es un precursor de la biosintesis de acidos grasos.

Respecto a los niveles de expresion de los genes y la produccién de lipidos, se incrementa de
manera paralela en todas las especies cultivadas sin nitrégeno, estos resultados corroboran a
los reportados para C. velia e Isochrysis aff. galbana (57), en donde se observa el incremento de
la expresion de ACCase plastidial el cual correlaciond positivamente con el aumento del
contenido de los acidos grasos a lo largo del tiempo. Ademas, hubo una fuerte interaccion

entre el estado del nitrégeno y la fase de crecimiento, donde los cultivos sometidos a
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limitacion de nitrégeno, respondieron con una mayor expresion de ACCase plastidial. El
nitréogeno del cultivo también era importante, ya que los cultivos repletos de nitrégeno
respondieron de forma mas débil con respecto a la acumulacién de lipidos y acidos grasos
que los cultivos en condiciones de deplecién de nitrégeno. Asi mismo en estudios realizados
en Ankistrodesmus sp., Ankistrodesnus nannoselene y Scenedesmus sp. por Paredes en el 2014. (58),
encontré que los tratamientos sin nitrégeno mostraron un mayor porcentaje de lipidos, con
26,4 %, 31.6 % y 24 % respectivamente. Ademas, Perez (59) en el 2016 en una investigacion
realizada en Triceratium dicthyotum bajo condiciones de estrés, indica que los tratamientos con
déficit de nitrégeno muestran una mayor produccion de lipidos, respecto a los cultivos

sometidas a condiciones normales.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

El nitrato influye en la expresion del gen Acca y la produccion de lipidos en las tres

especies de microalgas oleaginosas Amazonicas.

Los niveles de expresion del gen Aeca, se incrementa en los cultivos sin nitrégeno en las

tres especies de microalgas Ankistrodesnus sp., Chlorella sp. y Scenedesnmus sp.

Los cultivos sin nitrégeno, muestran una mayor produccion de lipidos en las tres
especies de microalgas _Ankistrodesmus sp., Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Siendo

Ankistrodesmus sp., 1a especie que obtuvo un mayor porcentaje de los lipidos totales.

Existe una correlacion positiva y significativa de los niveles de expresion de los genes

Acea.
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CAPITULO VIII
RECOMENDACIONES
Aplicar analisis multivariado para un mejor entendimiento de todo el proceso de sintesis
de lipidos.
Desarrollar estudios de regulacién para los genes estructurales de la biosintesis de
lipidos.
Estudiar la expresion de otros genes involucrados en la sintesis de lipidos de las

microalgas Ankistrodesnus sp, Chlorella sp  Scenedesmus sp.

Evaluar la expresion relativa del gen GADPH comparando con otros genes de referencia

para confirmar los resultados encontrados.
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ANEXOS

Figura N° 07. Extraccién de lipidos totales.

Figura N° 09: Procesamiento de muestras para PCR en tiempo real (qPCR).
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Figura N° 10: Condiciones del RT-PCR.

Figura N° 11: Condiciones del PCR en tiempo real (qPCR).
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Figura N° 12. Perfil de fluorescencia relativa de la amplificacion del PCR en tiempo real (qPCR) del

gen de estudio Acca; y del gen de referencia GADPH, de las tres especies de microalgas estudiadas.
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Tabla N° 3. Caracteristicas de los cebadores diseflados pata los genes de estudio

Tamafo del

Tamarfio del

Enzima Amplicén Secuencias cebador
F1: CGATCAAGGACGCCATCAT 19
A _ACCALPHA 119
R1: GTTTGAGGAGTGGGTCGTC 19
A_GDPH F1: GCCAAGTATGAGGAGATCATGG 22
87
R1: GTTTGAGGAGTGGGTCGTC 18
F1: GCGAGTACGAGCACATGAA 19
C_ACCALPHA 89
R1: GTTTGAGGAGTGGGTGGTC 19
C_GDPH F1: GGCACCATGGTCAAGATCTAC 20
90
R1: AAGATGGTGGCGGACAAG 18
F1: CAGGCACTACGAGAACATGAG 21
S _ACCALPHA 91
R1: GTTTGAGGAGTGGGTGGTG 19
S GDPH Fl: GTGGTGTCCACGGACTTT 18
- 98
R1: TTTGTGAAGCTGGTCTCCTG 20

Tabla N° 04. Resultados del ANOVA de la expresion de los genes Acca y GADPH en microalgas.

Intervalo de confianza
Especies N | Media Des,vi.ztci(')n ]-,31‘?01‘ para la media al 95% Minimo | Maxime
Hipica Hpice Limite Limite
inferior superior
Abnkistrodesmus sp +N | 4 ,003905 ,000735 | ,000367 ,002734 ,005075 1 ,002820 ,004425
Ankistrodesmus sp -N 4 ,009716 ,005456 | ,002728 ,001034 ,018399 | ,005373 ,017701
Chlorella sp +N 3 9,87333 1,23265 | ,711672 6,81125 12,9354 8,69000 11,1500
Chlorella sp -N 3 11,2000 2,18020 | 1,25874 5,78406 16,6159 | 8,81000 13,0800
Scenedesnus sp +N 4 | 2,64000 ,431586 | ,215793 1,95325 3,32674 | 2,29000 3,27000
Scenedesmus sp -N 4 40,8875 9,88560 | 4,94280 25,1572 56,6177 26,1700 47,5000
Total 22 | 10,7902 15,6275 | 3,33181 3,86132 17,7190 | ,002820 47,5000
Tabla N° 05. Resultados de Anova de un factor de las microalgas oleaginosas
Suma de cuadrados ol Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4822371 5 964,474 50,384 ,000
Intra-grupos 306,280 16 19,142
Total 5128,650 21
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Tabla N° 06. Resultados de las comparaciones multiples (Prueba HSD de Tukey) para determinar

diferencias significativas en la expresion de los genes Acco y GADPH.

Comparaciones multiples

0
Variable dependiente ?Iilfe;'encia de Error tipico Sig. [overvalo de conflanya of PO
edias (1)) Limite inferior Limite superior

Ankitrodesms sp N _Ane, sp-N -,0058117322 3,093742 1,000 -9,974316669 9,962693205
Chl.sp +N -9,8694281977 3,341624 ,082 -20,636644139 ,897787744

Chl. sp -N -11,1960948644" 3,341624 ,039 -21,963310806 -,428878923

Sc.sp +N -2,6360948644 3,093742 953 -12,604599802 7,332410073

Se.sp—N -40,8835948644" 3,093742 ,000 -50,852099802 -30,915089927

Ankistrodesmus sp -N — Ank. sp +N ,0058117322 3,093742 1,000 -9,962693205 9,974316669
Chl. sp +N -9,8636164655 3,341624 ,083 -20,630832407 ,903599476

Chlsp-N -11,1902831322" 3,341624 ,039 -21,957499074 -,423067191

Sc. sp +N -2,6302831322 3,093742 953 -12,598788069 7,338221805

Se.sp-N -40,8777831322" 3,093742 ,000 -50,846288069 -30,909278195

Chlorella sp +N Ank. sp +N 9,8694281977 3,341624 ,082 -,897787744 20,636644139
Ank sp N 9,8636164655 3,341624 ,083 -,903599476 20,630832407

Chl. sp -N -1,3266666667 3,572346 ,999 -12,837304685 10,183971351

Se.sp +IN 7,2333333333 3,341624 ,305 -3,533882608 18,000549275

Se.sp N -31,0141666667" 3,341624 ,000 -41,781382608 -20,246950725

Chlorella sp -N Ank sp +N 11,1960948644 3,341624 ,039 ,428878923 21,963310806
Ank. sp N 11,1902831322° 3,341624 ,039 423067191 21,957499074

Chlo. sp +N 1,3266666667 3,572346 ,999 -10,183971351 12,837304685

Se.sp +IN 8,5600000000 3,341624 ,164 -2,207215942 19,327215942

Sesp-N -29,6875000000" 3,341624 ,000 -40,454715942 -18,920284058

Scenedesmus sp +N Ank sp +N 2,6360948644 3,093742 ,953 -7,332410073 12,604599802
Ank. sp -N 2,6302831322 3,093742 ,953 -7,338221805 12,598788069

Chl. sp +N -7,2333333333 3,341624 ,305 -18,000549275 3,533882608

Chlo. sp -N -8,5600000000 3,341624 ,164 -19,327215942 2,207215942

Sesp-N -38,2475000000" 3,093742 ,000 -48,216004937 -28,278995063

Scenedesmus sp -N Ank. sp +N 40,8835948644" 3,093742 ,000 30,915089927 50,852099802
Ank. sp -N 40,8777831322" 3,093742 ,000 30,909278195 50,846288069

Chlo. sp +N 31,0141666667 3,341624 ,000 20,246950725 41,781382608

Chlo. sp -N 29,6875000000" 3,341624 ,000 18,920284058 40,454715942

Se.sp +N 38,2475000000" 3,093742 ,000 28,278995063 48 216004937

. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

57




Tabla N° 07. Resultados de prueba de HSD de Tukey de los subconjuntos homogéneos de la tres
especies de microalgas.

HSD de Tukey*b

Especies de

Subconjunto para alfa = 0.05

microalgas N 1 2 3
Ankistrodesmus sp +N 4 ,003905136
Ankistrodesmus sp -N 4 ,009716868
Chlorella sp +N 4 2,640000000 2,640000000
Chlorella sp -N 3 9,873333333 9,873333333
Scenedesmus sp +N 3 11,200000000
Scenedesmus sp -N 4 40,887500000
Sig. ,072 ,147 1,000

Tabla N° 08 . Resultados de prueba T de Ankistrodesnius Sp.

Especie N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
Ankistrodesmus sp +N 4 0039 00074 00037
Ankistrodesmus sp -N 4 ,0097 ,00546 ,00273

Tabla N° 09. Resultados de prueba de muestras independientes de Ankistrodesmus Sp.

Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
F Sig. t ol Sig. Diferencia | Error tip. [ 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias dela confianza para la
diferencia diferencia
Inferior | Superior
Se han asumido 5,490 ,058 2,111 6 ,079 -,00581 ,00275 | -,01255 ,00092
varianzas iguales
No se han asumido -2,111 | 3,109 ,122 -,00581 ,00275 | -,01440 ,00278
varianzas iguales
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Tabla N° 10. Resultados de prueba T de Chiorella sp

Especie N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
Chlorella sp +N 3 9,8733 123265 71167
Chlorella sp -N 3 11,2000 2,18021 1,25874

Tabla N° 11. Resultados de prueba de muestras independientes de Chlorella sp.

Prueba de
Levene para
Prueba T para la igualdad de medias
la igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tip. | 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias | de la | confianza para la
diferencia | diferencia
Inferior | Superior
Se han asumido varianzas | 1,199 |,335 [-917 |4 411 -1,32667 1,44600 - 2,68807
iguales 5,34140
No se han asumido varianzas =917 13,160 | ,423 -1,32667 1,44600 - 3,14603
iguales 5,79936

Tabla N° 12. Resultados de prueba T de Scenedesmus Sp.

Estadisticos de grupo

N Media Desviacion tipica | Error tipica de la

Especie media
Scenedesmus sp +N 4 2,6400 43159 ,21579
Scenedesmus sp - N 4 40,8875 9,88560 4,94280
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Tabla N° 13. Resultados de prueba de muestras independientes de Seenedesmus sp

Prueba de Levene

Prueba T para la igualdad de medias

para la igualdad de
varianzas
F Sig. t ol Sig. Diferenci | Error tip. | 95% Intervalo de
(bilateral ade dela confianza para la
) medias | diferenci diferencia
a Inferior | Superior
7,759 ,032 - 6 ,000 494751 - -
Se han asumido varianzas iguales
7,731 38,24750 50,35362 | 26,14138
No se han asumido varianzas - 3,011 ,004 - 4,94751 - -
iguales 7,731 38,24750 53,95891 | 22,53609
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