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RESUMEN

Genes involucrados en la acumulacion lipidica de la microalga Chiorella
protothecoides

Ciertas especies microalgales producen lipidos en abundancia y estos
pueden ser aprovechados al convertiflos en biodiesel mediante un proceso
simple denominado transesterificacién. Debido a su alta tasa de crecimiento vy
de produccion lipidica, dichas especies estan siendo investigadas como una
fuente renovable de combustible biolégico. Para maximizar el aprovechamiento
de estas microalgas en dicho ramo, es necesario entender los mecanismos
moleculares que regulan la biosintesis lipidica; lo cual se encuentra en una
etapa incipiente del conocimiento. El presente trabajo tiene como objetivo el
aislamiento y caracterizacion de genes inducidos bajo condiciones de
acumulacion de lipidos en la microalga Chlorella protothecoides, utilizando la
técnica de clonacion sustractiva. Se logré incrementar la acumulacion lipidica
bajo tres condiciones de crecimiento heterotréfico: 4 veces méas abundancia de
lipidos en condicién con glicerol 20 mM, 23 veces mas con glucosa 20 Mm y 25
veces mas con glucosa 5.5 mM, comparado con un crecimiento autotréfico. 99
genes fueron caracterizados mediante andlisis de sus secuencias nucleotidicas
y 14 de ellos, determinando los cambios en los niveles de RNA mensajero bajo
diferentes condiciones de crecimiento. ElI gen de mayor interés fue el gen
_plastidico acil-ACP desaturasa que participa en la instauracion de acidos grasos
y que presentd la mayor expresion en la condicion heterotréfica que rinde
menos lipidos y viceversa. Se esperaba que los resultados de este proyecto
lograran el conocimiento del mecanismo que permite la acumulacion de lipidos
en microalgas, sin embargo la inducciéon de genes no fué la esperada, por lo
cual se considera la posibilidad de una represion de genes o una preponderante
regulacion metabdlica y de flujo de energia en C. protothecoides durante
crecimiento heterétrofo y acumulacion lipidica.
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INTRODUCCION

Existe un creciente interés en el desarrollo de energia alternativa a nivel
mundial debido a que el uso continuo de las actuales reservas de combustible
fosil esta llegando a un nivel insostenible y a que los gases y particulas
contaminantes emitidos debido a su desmedida utilizacién, causan problemas
tales como el efecto invernadero y la lluvia écida. Dichas fuentes se estan
agotando y en un mediano plazo seran insuficientes o nulas. Esto es latente
tanto en paises productores de petréleo como en los que no lo son. Guerras,
desigualdad de oportunidades, restricciones politicas y econdmicas se llevan a
cabo para lograr el acaparamiento de la mayor cantidad disponible de petréleo
al costo que sea. Es tiempo de llevar a cabo un desarrollo sustentable. Tanto la
crisis econémica, como el acelerado deterioro ambiental y la inadecuada
gobernabilidad son afecciones comunes entre los paises, estan sucediendo al
mismo tiempo y a un grado alarmante. La comunidad cientifica se ve inmersa
en este entorno y es su deber contribuir hasta donde le sea posible en la
resolucion de dicha problematica.

Encontrar y/o disehar fuentes renovables de energia alternativa no
contaminante es una de las tareas actuales que pueden ayudar en cierto grado
a nuestro planeta y los seres que coexistimos en él. Una fuente prometedora
para combustible diesel alterno es la produccion biolégica de lipidos y su
posterior conversion a biodiesel. Este debe ser econdmicamente competitivo

" con el petrodiesel. En base a la eficiencia de produccién, las microalgas son



una fuente atractiva de lipidos como precursores en la produccién de diesel
biolégico. Al utilizar estos organismos no estamos comprometiendo la
produccion de alimentos destinados a consumo humano o de forrajes. ni de
otros productos derivados de cultivos de plantas superiores, las cuales
actualmente estan siendo explotadas para tales fines. Trabajos previos con
microalgas en este ramo se han enfocado en la experimentacion con diferentes
condiciones de cultivo para inducir una alta producciéon de lipidos en varias
especies microalgales, dejando en segundo lugar la investigacion de los
procesos celular y molecular que reguian dicha acumulacion. En el presente
trabajo se propone un andlisis a nivel molecular, para entender las bases, esto
es la expresion génica durante la acumulacién de lipidos. Igualmente se
mencionaran cambios metabdlicos relevantes a un rendimiento lipidico
aumentado en microalgas.

Las microalgas son los organismos mas primitivos perteneciente al reino
Plantae. Las algas microscopicas son los organismos fotosintéticos con mayor
tasa de crecimiento, pueden completar un ciclo reproductivo en cuestiéon de
dias. Su eficiencia en la conversion de la energia solar ha sido demostrada en
cultivos a gran escala, en los que se han reportado productividades de 50
gramos de microalga por metro cuadrado por dia (Sheehan et al., 1998). Su
mecanismo fotosintético es similar al de las plantas superiores, aunque
rebasan la tasa de rendimiento fotosintético de éstas ultimas. Debido a que su

ciclo de vida ocurre completamente en un medio liquido, tienen acceso directo



(a través de su membrana celular) a nutrientes, gases y otras sustancias
disueltas, necesarias para un Optimo desarrollo. Algunas microalgas son
capaces de producir desde 7 hasta 31 veces mas lipidos que la plantas
terrestres utilizadas comercialmente como fuentes de estas biomoléculas
(aceites de maiz, soya, palma) (Sheehan et al., 1998). La composicion lipidica
. puede ser regulada a través de adicion o sustraccion de ciertos nutrientes en la
dieta microalgal (Basova, 2005; Merzlyak et al., 2007; Roessler, 1988). Por
ejemplo, la privacion de silicio o de nitrégeno puede incrementar la produccion
total de lipidos. De la misma manera, los factores ambientales tales como luz,
temperatura, concentracion de iones y pH puede afectar dicho rendimiento
(Sheehan et al., 1998).

Chilorella protothecoides en una cloroficea dulceacuicola que tiene la
capacidad de crecer autotréfica y heterotréficamente. El crecimiento heterétrofo
suplementado con acelato, glucosa y otros compuestos organicos utilizados
como fuentes de carbono, estimulan la sobreproduccion de lipidos y aumentan
la biomasa microalgal (Hortensteiner et al., 2000).

Para el desarrollo del presente trabajo se seleccion6 a C. protothecoides
por su alto contenido lipidico, por su biomasa, facil manejo y porque esta
probado que bajo ciertas condiciones se puede inducir el aumento de biomasa
y sobre todo la sobreproduccion de lipidos. ‘

Para facilitar la sobreproduccion lipidica de Chlorella protothecoides es

necesario entender los mecanismos de control regulatorio de dicha produccién.



Descubrir que genes son los responsables de la acumulacién de lipidos no solo
cumple con el objetivo del presente trabajo sino que puede sentar las bases
para lograr el aprovechamiento de microorganismos en escala comercial e
industrial para producir biodiesel, que es una for;11a quimica modificada de
aceite natural (mediante una reaccion de transesterificacion) que puede ser
utilizado en los motores a base de diesel. Esta modificacion consiste en el
mezclado del aceite vegetal con un alcohol (generalmente metanol) y un lcali
(sosa caustica). Posterior a un periodo de reposo, el biodiesel se decanta y
separa de su subproducto, el glicerol (Sheehan, 1998). El biodiesel supera al
diesel convencional en cuanto a su menor impacto ambiental, sobre todo en
emision de contaminantes a la atmdsfera al sufrir combustion. Esta condicion
es bastante deseable en la actualidad en nuestro planeta.

Para lograr aislar genes no caracterizados en un organismo, tales como
aquellos involucrados en la acumulacion lipidica de Chlorella protothecoides; la
técnica de clonacion sustractiva puede ser utilizada. Esta técnica se basa en el
hecho de que un organismo que crece bajo dos condiciones diferentes, posee
RNA mensajeros en niveles similares para la mayoria de sus genes, excepto
para aquellos involucrados en la adaptacion a estas nuevas condiciones. Los
niveles de éstos ultimos pueden aumentar o disminuir de acuerdo a su funcion.
En el presente trabajo se esperaba que los genes involucrados en la

biosintesis lipidica fuesen especificamente inducidos bajo condiciones de

abundancia de lipidos. Caso contrario cuando existiera escasez en la



produccién de lipidos microalgales. En la técnica sustractiva, aquellos RNA
mensajeros que no difieren significativamente bajo dos condiciones diferentes,
son removidos (sustraccién), logrando con ello evidenciar aquellos genes
cuyos niveles han sido inducidos o reprimidos en forma especifica
(Sagerstr('im,1997). El presente trabajo fué realizado en en el Instituto Scripps
de Oceanografia de Ia Universidad de California, San Diego; localizado en la

Jolla, California, U.S.A



ANTECEDENTES

Biodiesel

Las algas son consideradas una poderosa fuente potencial de combustible
biol6gico debido a su capacidad de sintetizar lipidos neutros con un bajo grado
de instauracién durante etapas avanzadas de crecimiento (Casadevall et al.,
1985; McGinnis et al., 1997). Aquellas que poseen las mayores tasas de
produccion lipidica pueden ser explotadas para la elaboracion de biodiesel, el
cual es un aceite natural quimicamente modificado que puede ser utilizado en
motores que utilizan diesel tradicional. Se le atribuyen ventajas sobre éste
dltimo en cuanto a que es renovable, biodegradable, se puede almacenar sin
riesgo bajo tierra, su combustion produce menor cantidad de 6xido de azufre
(casi 100% menos) y de particulas (47% menos) contaminantes a la atmosfera
(United States Environmental Protection Agency, 2002). Varias especies de
~microalgas exhiben un rapido crecimiento y alta productividad. Muchas de ellas
pueden ser inducidas a acumular cantidades sustanciales de lipidos:
comunmente su contenido lipidico se encuentra en el rango de 20-40% de su
biomasa (bajo condiciones optimas), y ocasionalmente pueden superar dicho
rango (Sheehan et al, 1998.). Actualmente las algas estan siendo estudiadas
para su explotacién como una fuente alterna de combustible para aeronaves,
capaz de proveer energia de alta densidad y so‘portar un amplio rango de
temperaturas (The Defense Advanced Research Projects Agency's Advanced

Technology Office, 2008).



De 1978 a 1996 el Programa de Especies Acuéaticas del Instituto de
Investigaciones de Energia Solar de los Estado Unidos (SERI), llevé a cabo
una exhaustiva investigacion en varias especies de microalgas, con el
proposito final de obtener una cepa poseedora de tres caracteristicas
principales: tolerancia a fluctuaciones ambientales, altas tasas de crecimiento y
~ elevada produccion de lipidos. La misién de SERI fué la generacion de fuentes
de energia. renovabie en forma de combustible liquido a partir de Ia

transformacion de lipidos algales en gasolina y diesel (Sheehan et al, 1998).

Chlorella protothecoides

Chiorella protothecoides es una microalga verde que puede ser
manipulada para incrementar su producciéon de l»l’pidos con el propdsito de
convertirlos en combustible biolégico. Dicho organismo tiene la capacidad de
crecer bajo condiciones de autotrofismo y de heterotrofismo.

Shihira-Ishikawa y Hase en 1964, demostraron que la adicién de glucosa
y eliminacion de fuente de nitrdgeno en el medio de cultivo de C.
protothecoides, tiene un efecto directo en la degeneracién de los cloroplastos
(incluyendo el sistema lamelar). La clorofila se degrada y la célula pierde su
color verde caracteristico. Durante dicha decoloracién ocurre a la par un
considerable aumento en la tasa de crecimiento. Sus observaciones al
microscopio electronico mostraron la formacién de vacuolas llenas de lipidos

que ocupaban casi todo el citoplasma. En 1967, Katayama y Benson



estudiaron la actividad fotosintética de Chlorella protothecoides bajo
condiciones de heterotrofismo y encontraron que cuando las células eran
cultivadas en un medio rico en glucosa, se tornaban amarillas y perdian su
capacidad de fotosintetizar (proceso de decoloracion). Los é&cidos grasos
predominantes eran el oleato y el linoleato. Durante el proceso decolorativo, el
oleato incrementaba significativamente y al utilizar porcentajes, el oleato y el
linoleato cambiaban en forma simétrica. En 1969, Matsuka y colaboradores
demostraron que la respiracion de Chlorella protothecoides incrementab_a al
afadir glucosa al medio de cultivo. Utilizando "C como marcador, estudiaron el
metabolismo de glucosa dentro de la célula y encontraron que la sintesis de
acidos grasos incrementaba mientras que la de sucrosa y polimero de glucosa,
disminuian. Sugierieron que el ciclo de los éacidos tricarboxilicos era poco activo
durante la decoloraciéon por glucosa. Endo et al en 1977, encontré que el
crecimiento heterotrofico de Chlorella protothecoides suplementado con
acetato, glucosa u otro compuesto organico como fuente de carbono, resulta
en un incremento de biomasa y un elevado contenido lipidico. En 2004, Miao y
Wu realizaron cultivos heterotréficos (glucosa) de C. protothecoides'y utilizando
el método de pirdlisis répida pudieron obtener un rendimiento lipidico de 57.9 %
que equivale a 3.4 veces mas que el obtenido a partir de un cultivo autotrdfico.
En 2006, Xu y colaboradores desarrollaron una técnica de crecimiento
heterdtrofo en C. protothecoides destinada al control metabdlico de sintesis de

lipidos. Resultando en un contenido lipidico crudo de 55%. El cual fué extraido



de las células y convertido en biodiesel mediante una trans-esterificacion acida.
Dicho proceso fué considerado de gran potencial para la explotacion industrial

de C. protothecoides. g

Rojo Nilo

Existe un técnica intracelular in vivo que permite una rapida visualizacion
asi como una cuantificacion relativa de lipidos neutros. Se denomina técnica de
rojo nilo debido a que utiliza 9-dietilamino-5H-benzo[alfenoxazina-5-uno o rojo
nilo, el cual se utiliza para tefir gotas lipidicas intracelulares para su posterior
deteccion mediante microscopia de fluorescencia. Dicha tincidbn posee
propiedades semejantes a un lisocromo (sustancia capaz de disoverse en
lipidos y colorearlos) ideal. Es altamente fluorescente en un medio hidrofébico.
El rojo nilo se disuelve en los lipidos que se desea detectar (por ejemplo
triglicéridos) y puede aplicarse a microalgas vivas en un medio de- cultivo
liquido (Cooksey et al, 1987). Permite comparar cuantitativamente el contenido
lipidico y no provee valores absolutos a menos que se lleve a cabo una
estandarizacion y se utilice una técnica gravimétrica que pérmita evaluar el
contenido lipidico en base al peso por célula. En 1998, Lee y colaboradores
compararon la fluorescencia in vivo de células microalgales tefiidas con rojo
nilo con la determinacion gravimétrica de lipidos al utilizar agitacion con
microesferas de vidrio combinada con el sistema metanol-cloroformo. Sus

resultados arrojaron una relacion lineal con un coeficiente correlacional de



0.998, lo cual sugiere que la eficacia de la tincion de rojo nilo es similar a la del
método gravimétrico cominmente utilizado para determinacion de lipidos,
llamado Bligh y Dyer. Se han reportado modificaciones al ensayo de rojo nilo
de Lee (Elsey ef alin 2007) con la finalidad de mejorar la selectividad de lipidos
neutros, ya sea entre multiples cepas creciendo bajo mismas condiciones o
diferentes condiciones para una sola cepa. Elsey op. cit. sugiere dar un
seguimiento a la intensidad de emision durante un periodo entre 30 y 40
minutos posteriores a la adicion de rojo nilo; siempre utilizar células vivas y
calibrar el fluorometro diariamente. Para cuantificaciones absolutas de lipidos
por célula, sugiere desarrollar una curva de calibracion que correlacione la
fluorescencia con el contenido lipidico, ya sea determinado gravimétricamente

o utilizando estandares lipidicos.

' Clonacién sustractiva

Las 'microalgas son capaces de acumular lipidos bajo ciertas
condiciones, pero los mecanismos que permiten dicho proceso son aun
desconocidos. Una forma de investigar los cambios metabdlicos que ocurren a
nivel celular es examinando el patron de expresion de los genes. Para aquellos
organismos con secuencia genoémica no determinada, la técnica de clonacion
sustractiva es adecuada para identificar los genes inducidos. Dicha técnica se
basa en el hecho de que al cultivar un organismo en dos condiciones

diferentes, los mMRNAs para la mayoria de los genes poseen niveles similares
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excepto aquellos genes involucrados en la adaptacion a las nuevas
condiciones de cultivo, los cuales pueden tener una regulacion alta o baja
dependiendo de sus funciones. En el caso de induccion por lipidos, se
esperarfa que aquellos genes involucrados en la biosintesis lipidica fuesen
inducidos especificamente bajo condiciones de abundancia de lipidos en
| relacion a su menor abundancia.

La técnica de clonacién sustractiva ha sido de gran utilidad en la
caracterizacion de diversos genes microalgales:

En 1999, Virginia Armbrust aplicé una técnica sustractiva con cDNA
basada en PCR para identificar genes transcritos durante las primeras horas
del ciclo sexual, el cual es un periodo que precede los mayores cambios
morfologicos asociados a la formacion de gametos en la diatomea,
Thalassiosira weissflogii. Se identificaron 10 genes con regulacion aumentada
durante las etapas tempranas de la reproduccion sexual.

La tolerancia al stress por salinidad ha sido estudiada a nivel molecular
al caracterizar genes expresados por Dunaliella salina sometida a shock
osmotico al aplicar la técnica de clonacion sustractiva (Zhang, 2002). Se
identificaron dos genes: D27 que codifica para la subunidad V del centro
reactivo del fotosistema | de Chlamydomonas reinhardtii y D21 que codifica
para fructosa-1,6-difosfato aldolasa. D27 puede estar relacionado con la
estabilidad y actividad del fotosistema | durante el shock hiperosmético. La

proteina D21 puede proveer una fuente de carbono para el metabolismo de
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glicerol. Al elevarse los niveles de glicerol en Dunaliella, ésta pudiese utilizarlo
como un regulador de presion osmotica durante el estrés por sales.

Las cloroficeas responden a condiciones. de estrés anaerobico al
cambiar la ruta de metabolismo oxidativo por la via fermentativa. La
fermentacién de compuestos orgdnicos esta relacionada con la enzima
hidrogenasa, la cual cataliza |a reduccion de protones a hidrogeno molecular.
En Chlamydomonas reinhardiii se ha podido analizar la regulacion de la Fe-
hidrogenasa durante la adaptacion a condiciones de anaerobiosis al aislar un
fragmento de DNA similar a la Fe-hidrogenasa, utilizando la técnica de
clonacion sustractiva (Happe et al., 2002).

El gen ScDSP expresado durante la fase de muerte celular en
Skeletonema costatum y que codifica para una proteina regulada por calcio ha
sido identificado al aplicar la técnica de clonacién sustractiva (Chung et al.,
2005).

El método sustractivo de cDNA basado en PCR fué utilizado para
identificar genes con respuesta a cobre en la diatomea marina Thalassiosira
pseudonana. Un total de 16 genes inducidos por cobre fueron identificados
(Davis et al, 2006).

De especial relevancia para este trabajo es la caracterizacion exitosa de
genes mediante la técnica de clonacion sustractiva en Chlorella protothecoides:
aquellos que se expresan durante el catabolismo de la clorofila y la pérdida de

la coloracién verdosa (Hortensteiner et al., 2000).



qRT-PCR

La clonacién sustractiva provee el medio para aislar genes inducidos,
pero no cuantifica la extension de dicha induccion. Existe una técnica que
realiza dicha cuantificacion, es la llamada PCR cuantitativo en tiempo real PCR
(gRT-PCR). Se basa en una reaccion de PCR, la cual se lleva a cabo en
presencia de un tinte marcador, por ejemplo: SYBR Green, que fluoresce al
intercalarse en la doble hélice de DNA. Al aumentar la cantidad de producto de
PCR, la fluorescencia incrementa. Esto se cuantifica cada vez que se completa
cada ciclo de la reaccion en cadena de la polimerasa.

Debido a que el nimero de copias de un transcrito de mRNA de un gen
esta determinado por su rango de expresion; antes de realizar gRT-PCR, el
DNA complementario (cDNA) se prepara a partir de RNA. Una alicuota de
cDNA es utilizada para amplificar el gen blanco. El ciclo durante el cual la
fluorescencia excede el umbral de detecciéon (Ct), correlaciona el nimero de
moléculas de cDNA blanco presentes en el cDNA agregado. Por lo tanto, al
compararlas con una curva de calibracién, es posible cuantificar en valores
absolutos el numero de moléculas blanco existente en las muestras de cDNA
afadido. EI DNA amplificado se cuantifica de acuerdo a como se va
acumulando en la reaccion en tiempo real, después de cada ciclo de
amplificacion. Con una curva standard gPCR bien construida, se puede

obtener una medicion absoluta, tal como el nimero de copias de mRNA por
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cantidad de muestra. Mide la abundancia de mRNA en tiempo real y por lo
tanto los niveles de expresion.

Ejemplos de aplicaciones exitosas de ¢RT-PCR incluyen la
caracterizacion de genes inducidos por cobre en Thalassiosira pseudonana

(Davis et al, 2006), y elongasa de Pavlova lutheri (Tonon et al, 2005).

Biosintesis de lipidos en algas
De acuerdo a la extensa revision de Hu et al en 2008, el conocimiento
actual sobre algas oleaginosas y su biosintesis de acidos grasos y triglicéridos,
se presenta resumido a continuacion, enfatizando en cloroficeas.
En el citoplasma, el complejo enzimético de la piruvato deshidrogenasa
cataliza la conversion de piruvato (proveniente de glucolisis) en acetil CoA.
Esta coenzima entra al cloroplasto y acetil-CoA-carboxilasa cataliza su
conversion a malonil-CoA (Fig. 1. Reaccion 1). El grupo malonilo de CoA es
transferido é un cofactor protéico en la proteina portadora de acilo o ACP (Fig.
1. Reaccién 2); este paso es catalizado por malonil CoA:ACP transferasa. El
grupo malonilo de malonil ACP participa en una serie de reacciones de
condensacién con aceptores de acil ACP (o de acetil CoA): la primer reaccion
es catalizada por 3-cetoacil-ACP-sintasa lll (KAS:Ill) (Jaworski et al., 1989)
formando 3-cetobutiril-FACP (Fig. 1. Reaccion 3). Este compuesto es reducido
por NADPH + H* formando 3-hidroxibutiril-ACP y la reaccion es catalizada por

3-cetoacil-ACP-reductasa (Fig. 1. Reaccion 4). Posterior a esta reduccion, 3-



hidroxibutiril-ACP es deshidratado y forma trans-AQ-Butenoyl-ACP, catalizado
por 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa (Fig. 1. Reaccion 5). Otra reduction se lleva
a cabo, siendo catalizada por enoil-ACP-reductasa, formando butiril-ACP (Fig.
1. Reaccioén 6). Este compuesto es convertido a 3-cetoacil-ACP por 3-cetoacil-
. ACP sintasa, utilizando malonil-ACP como donador de carbonos (Fig. 1.
Reaccion 3 después de 6). La via de sintesis de acidos grasos produce 16:0- y
18:0-ACP séturados. Para desaturar un acido graso, estearoil-ACP-desaturasa

introduce un doble enlace.
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Figura 1. Sintesis de acidos grasos en cloroplasto.

Acetil CoA entra como sustrato para acelil CoA carboxilasa (Reaccion 1) y como sustrato para
la primer reaccion de condensacion (Reaccion 3). La reaccion 2 que es catalizada por malonil
CoA:ACP transferasa, transfiere malonil de CoA para formar malonil ACP. Malonil ACP dona
carbonos necesarios para reacciones de elongacion subsecuentes. Posterior a las
condensaciones, el producto de 3-cetoacil ACP es reducido por 3-cetoacil-ACP-reductasa
(Reaccion 4), deshidratado por 3-hidroxiacil ACP deshidratasa (Reaccion 5) y reducido
nuevamente por enoil-ACP reductasa (Reaccion 6). (Adaptado de Ohlrogge y Browse, 1995).

Los é&cidos grasos producidos en el cloroplasto son transferidos de
manera secuencial de CoA a la posicion 1 del glicerol-3-fosfato (derivado del
glicerol), reaccion catalizada por glicerol-3-fosfato-acil-transferasa (Fig. 2.

Reaccion 1). Y a la posicion 2, catalizada por acido lisofosfatidico acil



transferasa (Fig. 2. Reaccion 2); resultando en la formacién de acido fosfatidico
(PA) (Ohlrogge and Browse, 1995). La defosforilacién de PA catalizada por
acido fosfatidico fosfatasa libera diacilglicerol (DAG) (Fig. 2. Reaccion 3).
Durante el paso final de la sintesis de triglicérido (TAG) se transfiere un tercer
acido graso a la posicion 3 de DAG vy la diacilglicerol acil-transferasa cataliza
dicha reaccion (Fig. 2. Reaccién 4). Las acil-transferasas involucradas en la
sintesis de triglicéridos pueden llegar a preferir moléculas especificas de acil
CoA y por lo tanto determinar la composicién final de acilos en los triglicéridos.
Por ejemplo, Roessler et al. (1994) reportd que en células de Nannochloropsis,
liso-PA acil-transferasa que acila la segunda posicion (sn-2) de la estructura del
glicerol, es sutrato-especifica. Mientras que glicerol-3-fosfato acil-transferasa y
DAG acil-transferasa no poseen tal especificidad. También se ha determinado

que liso-PC acil-transferasa prefiere 18:1-CoA en lugar de 16:0-CoA.

Phospholipids Phosphalldylcholine (PC)

Acyl{1)}-CoA Acyl[2)-Coh T Acyl(3)Co
,-c-o-Po, \ H,-c-o-PoJ \ H,—G—O-PO, k H,—C-OH \ H,—C—O—acyl 3)
-c-ou H-C-O-acyl () H-C-O-acyl ) H-C-O-ecyl @)
H,—C—OH H,—c-o-acyl (1) H,-c-o-ecyl(u ,-c-o-ecyl ) H,-C—O-acyl (1)
G3P Lyso-PA PA DAG TAG

Figura 2. Biosintesis de triglicéridos en algas. (1) glicerol-3-fosfato acil-transferasa
citosdlica, (2) acido lisofosfatidico acil-transferasa, (3) acido fosfatidico fosfatasa, (4)
diacilglicerol acil-transferasa. Adaptado de Roessler et al, 1994
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HIPOTESIS
La mayoria de los genes expresados de forma diferencial durante la induccion
de la acumulacion lipidica en Chlorella protothecoides estan directamente

relacionados con las rutas metabdlicas lipidicas

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los genes inducidos durante la acumulacién de lipidos en Chlorella

protothecoides

OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Inducir la acumulacién de lipidos en Chiorella protothecoides mediante el
cultivo heterétrofo de dicha especie

e Corroborar el alto contenido lipidico en cultivos heterétrofos mediante la
tincion rojo ﬁilo para lipidos neutros

e Identificar y caracterizar los genes expresados diferencialmente durante la
acumulacion de lipidos en Chlorella protothecoides

* Cuantificar los cambios en los niveles de mRNA de los genes identificados en
respuesta a las diferentes condiciones de crecimiento asociadas a la
acumulacion de lipidos

* Evaluar el posible papel que desempefian los genes diferencialmente
expresados en las rutas metabdlicas inducidas durante la acumulacion de

lipidos en Chlorella protothecoides
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METODOLOGIA

1. Descripcién del material biolégico

Chlorella  protothecoides es una microalga verde dulceacuicola.
Contiene clorofila a y b. Forma almidén en sus cloroplastos (Lee, 2008).
Chlorella prbtothecoides UTEX 25 fué la cepa utilizada en este trabajo, la cual
fué adquirida de la Coleccion de Cultivos de Algas de la Universidad de Texas
(University of Texas Culture Collection of Algae). Fué aislada por primera vez

en 1982 por Kriiger a partir de savia de Populus alba lesionado.

2. Cultivos celulares

Se realizaron cultivos en lote (batch) de Chiorella protothecoides UTEX
25 bajo condiciones de autotrofismo y de heterotrofismo.
Cultivo autétrofo: La cepa UTEX se cultivd en medio Proteosa (Apéndice 1)
con 1 mL/L de solucién de vitaminas (Apéndice 2) y 6 mL/L de solucién de
metales traza (Apéndice 3). Dicho medio se designé como Medio Proteosa
Basal. Las células se incubaron a una temperatura de 24 + 1 °C con
iluminacién continua e intensidad de 4500 Lux. El cultivo se mantuvo en

agitacion magnética constante y recibié aereacion continua en condiciones

estériles, mediante burbujeo.
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Cultivo heterdtrofo: Se utilizaron tres tipos de medios enriquecidos para
inducir sobreproduccion lipidica en la cepa UTEX. Las condiciones fisicas
fueron las mismas que para el cultivo autétrofo:‘A) Medio Proteosa Basal
enriquecido con 5.5 mM de glucosa, B) Medio Proteosa Basal enriquecido con
20 mM de glucosa, C) Medio Proteosa Basal enriquecido con 20 mM de glicerol

El cultivo autotréfo y el heterétrofo A, se prepararon para ser utilizados
en la técnica de clonacion sustractiva. By C se prepararon posteriormente para
realizar estudios comparativos en los niveles de expresién de genes, esto es,
para qRT-PCR
Desarrollo de cultivos

Se mantuvieron cultivos primarios (stock) de 50 mL\ en matraces
Erlenmeyer de 125 mL con tapén de algodén estéril. Una vez que alcanzaron
una densidad aproximada de 15 x 10° céls/mL en luz continua, se cambiaron a
un ciclo de luz/oscuridad (14:10 luz:oscuridad). Dichos cultivos fueron
escalados a 1Ly se utilizaron para inocular cultivos frescos de 1 Ly 1.5 L con
un ntmero inicial de células de 2 x 10°. Una vez que los cultivos llegaron a la
fase logaritmica tardia (dia 4), las células se cosecharon mediante
centrifugacion a 10,000 rpm durante 15 minutos, utilizando un rotor KOMP spin
KA-14.250. Se formaron pellets y se descarté el sobrenadante. Los pellets se
resuspendieron en 10 mL de agua ultrapurificada y se transfirieron a tubos

Falcon de 14 mL, para ser centrifugados a 10,000 rpm durante 5 minutos en un

rotor Sorvall HB-6. Los pellets sin sobrenadante se almacenaron a -80° C. Los
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cultivos destinados al aislamiento de RNA fueron tratados con cicloheximida
(20 pg/mL) inmediatamente antes de ser cosechados.
Analisis de crecimiento:

El crecimiento celular se cuantificé diariamente a través de conteo de
células en el microscopio utilizando un hemocitémetro Fisher Scientific Ultra

Plano de 0.1 mm de profundidad. Cada condicién se contd por duplicado

3. Monitoreo del contenido lipidico

Para confirmar el incremento en el contenido de lipidos neutros en los
cultivos heterétrofos, comparado con el del cultivo autotrofo de Chlorella
prolothecoides; se utilizé la tincion con Rojo Nilo (Lee, 1998) descrita a
continuacion: se formaron pellets de 1 x 10° células para cada cultivo y se
almacenaron a 202 C. Los pellets fueron resuspendidos en 1 mL de buffer de
fosfatos y se agregaron 6.25 pl de solucién de Rojo Nilo (250 mg/L en acetona)
como tincion. Se agitdé vigorosamente la mezca por medio de vortex. Una
alicuota de 200 pl, fué depositada en cada pozo (por triplicado) de un
microplato de fondo oscuro con capacidad para 96 pozos. Se realizaron 50
mediciones fluorométricas posteriores a los 10 y 30 minutos de la tincion, en un
lector fluorométrico para plato de 96 pozos SPECTRA max Mz (Molecular
Devices) utilizando una longitud de onda de excitacién de 485 nm y de emision

. de 576 nm.
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Microscopia de fluorescencia

La tincion con Rojo Nilo se realizo de igual manera que la descrita en el
parrafo anterior. Se tom6 una alicuota de 5 plL de células tenidas de cada
cultivo y se mezcld con el agente antidesvanecimiento ProLong® Gold antifade
reagent (Invitrogen. Molecular Probes™). Las muestras se colocaron sobre un
portaobjetos para poder ser visualizadas al microscopio invertido de
transmision de luz y epifluorescencia (Zeiss Axio Observer Inverted Microscope
for transmitted light and epifluorescece), utilizando una longitud de onda de
excitacion de 550 + 25 nm y emision de 605 + 70 nm con un set de filtros 43

HE.

4. Extraccion de RNA

Una vez establecidas las condiciones de crecimiento bajo las cuales la
produccioén lipidica aumentaba, se realizaron nuevos cultivos para su cosecha y
posterior aislamiento de RNA. Los cultivos utilizados para dicho procedimiento
fueron: 1.5 L de cultivo autétrofo con una densidad celular de 3 x 10%mLy 1.5
L de cultivo heterotrofo (glucosa 5.5 mM) con una densidad celular de 10 x
10%mL. Inmediatamente antes de la cosecha, se agregd cicloheximida (20
pg/mL) a cada cultivo con la finalidad de bloquear Iz‘a traducciéon del mRNA. Las
células fueron cosechadas en frio (4° C) y centrifugadas a 10,000 rpm durante
15 minutos en un rotor KOMP spin KA-14.250. Se formaron pellets y se

descart6 el sobrenadante. Los pellets fueron resuspendidos en 5 mL de agua
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tratada con DEPC, transferidos a tubos Falcon de 14 mL y centrifugados a
10,000 rpm a un temperatura de 4° C durante 5 minutos usando un rotor
Sorvall HB-6. Se descarté el sobrenadante y los pellets se almacenaron a una
temperatura de -802 C. Cada pellet congelado fué sometido a pulverizacién con
“ayuda de un mortero enfriado en hielo seco. Se realizaron dos técnicas de
extraccion de RNA con el objeto de comparar su eficiencia en C.
protothecoides.
a) Técnica Tri Reagent de Sigma modificada (Hildebrand y Dahlin, 2000): Se
resuspendieron 1.5 g de pellet pulverizado en 5 mL de solucién Tri Reagent
(fenol y tiocianato de guanidina) para desnaturalizar proteinas rapidamente e
inactivar RNAasas intracelulares. Se agregaron 1.25 mL de cloroformo y con el
propodsito de separar el RNA (fase superior) del DNA (interfase) y proteinas
(fase inferior), se centrifugd la suspension. EI RNA proveniente de la fase
superior acuosa, se precipité con isopropanol, se lavé con etanol, se disolvié en
agua estéril tratada con DEPC vy se almacend a -20°C.
b) Método de fenol caliente (de Vries,1982): Se prepard una solucion caliente
(60 °C) de 0.2 M de acetato de sodio, pH 5.0, 1% SDS y 10 mM de acido
elilendiaminotetraacético (EDTA). Se agregaron 4 mL de dicha solucién
caliente a 1.5 g de material pulverizado, se afadieron 4 mL de fenol destilado
para desnaturalizar proteinas, inactivar RNAsas y remover lipidos. La

suspension se mezcl6 vigorosamente durante 5 minutos a 25°C, se agregaron

4 ml de cloroformo para una mayor remocion de lipidos y para separar el RNA
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en la fase acuosa. La suspension se agité nuevamente durante 10 minutos.
Después de centrifugar a 9000 rpm durante 30 minutos, se removio la fase
acuosa para su re-extraccion con cloroformo, se mezcl6 en 2 M de LiCl y se
llevd a cabo una precipitacion durante toda la noche (overnight) del RNA a 4°C.
El RNA se colecté mediante centrifugacion, se lavé una vez con 2 M LiCl, dos
veces con etanol al 80%, se disolvié en agua estéril tratada con DEPC y se
almacené a -20 °C. La calidad del RNA fué evaluada mediante corrimiento

electroforético en gel de agarosa al 1.2 %

5. Aislamento de mRNA .

Se purifico el mRNA utilizando el MicroPoly(A) Purist™ small scale
mMRNA purification kit (Ambion), siguiendo el procedimiento y recomendaciones
del fabricante. EI mRNA se cuantificd en un espectrofotometro de escaneo con

luz visible y ultravioleta / UV/Visible Scanning Spectrophotometer DU® Series

730 (Beckman Coulter) utilizando una longitud de onda de 260 nm.

6. Clonacion sustractiva

Se utilizé el PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit (Clonetch) para llevar a cabo
una clonacion sustractiva ¢cDNA delantera siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los pasos involucrados en dicha técnica se muestran en la Figura 3

y se detallan a continuacion.
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Figura 3. Diagrama esquematico de la técnica de clonacion sustractiva. Las moléculas tipo e
se forman solo si la secuencia del cDNA problema posee regulacion alta. Las lineas sélidas
" representan al cDNA problema o al cDNA control digeridos por Rsa |. Las cajas sdlidas
representan la parte externa de las cadenas largas del Adaptador 1 y 2R y de la secuencia del
cebador 1 correspondiente. Las cajas vacias representan la parte interna del adaptador 1 y de
su correspondiente secuencia de cebador 1 anidado. Las cajas sombreadas representan la
parte interna del adaptador 2R y de su secuencia correspondiente de cebador 2R anidado.
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a) Sintesis de cDNA:

Se realizé un transcripcion reversa con 1.6 pg de mRNA utilizando la
enzima AMV transcriptasa reversa (Clontech) con la finalidad de sintetizar la
primer cadena de cDNA para cada uno de los dos cultivos comparados: el
problema <cultivo heterotréfico (glucosa 5.5 mM) > y el control <cultivo
autotrdfico>. La sintesis de la segunda cadena de cDNA se realizd con T4 DNA
Polimerasa (Clonetch). Se utilizo Rsa | para digerir los ¢DNAs control y
problema. Esta enzima posee un sitio de restriccién de cuatro bases y produce
fragmentos de cDNA de doble cadena con extremos romos. Los cuales son
necesarios para la sustraccion y requeridos para la unién de adaptadores.

b) Ligacion de adaptadores

El cDNA problema se dividi6 en dos porciones y se ligo (T4 DNA Ligasa)
un adaptador diferente a cada porcién. Los exiremos de los adaptadores
eslaban desfosforilados, de manera que solo una cadena de cada adaptador
logré unirse al extremo 5 del cDNA. Los dos adaptadores tenian segmentos
con secuencia idéntica, lo cual les permitié la unién del primer PCR una vez
que los extremos fueron rellenados. No se ligaron adaptadores al cDNA
control.
c¢) Hibridaciones

Se realizaron dos hibridaciones. En la primera se agregdé ¢cDNA control
(digerido por Rsa I) en exceso, a cada muestra problema. Las muestras se

desnaturalizaron mediante calor, para permitir una posterior alineacién y
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generacion de segmentos tipo a, b, ¢ y d para cada muestra (Fig. 3). Las
moléculas tipo a fueron enriquecidas para expresion diferencial. Los cDNAs no
expresados diferencialmente formaron moléculas tipo ¢ con el cDNA control.
Durante la segunda hibridacion, se mezclaron entre si las dos muestras de la
'primer hibridacion y se agregé cDNA control desnaturalizado para enriquecer
aun mas las secuencias expresadas diferencialmente. Se formaron asi
moléculas hibridas tipo e, las cuales representaron cDNA expresado
diferencialmente con adaptadores diferentes en cada extremo. Depués de
rellenar los extremos utilizando DNA polimerasa, la nuevas moléculas hibridas
formaron sitios de union diferentes para cebadores anidados en sus extremos
5y3.
d) Amplificaciéon por PCR

Se realizd PCR con la poblacion total de moléculas para lograr amplificar

las secuencias deseadas que fueron expresadas de forma diferencial.
Solamente aquellos c¢DNAs dnicos en la poblacion problema tenian
adaptadores diferentes en cada extremo. Lo cual les permitié su amplificacion
por PCR (moléculas tipo e). Los cDNAs con un solo adaptador, amplificaron de
forma lineal (moléculas tipo ¢), aquellos cDNAs con el mismo, adaptador en
cada extremo, formaron estructuras secundarias y no lograron ser amplificados
(moléculas tipo b), los cDNAs con sitios de alineacién faltantes (moléculas tipo

a y d) tampoco fueron amplificados. Los productos de la sustraccion fueron
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analizados mediante su corrimiento en gel de agarosa/EiBr al 2% con buffer

TAE 1X.

7. Clonacién y transformacién de células competentes

Los cDNAs amplificados fueron clonados (TOPO TA Cloning® kit para
secuenciacion, Invitrogen) en el vector plasmidico pCR®4-TOPO®.
Posteriormente células TOP 10 E. coli cells fueron transformadas siguiendo el

Protocolo de Transformacion Quimica One Shot®, Invitrogen.

8. Genotecas cDNA .

Las colonias de E. coli transformadas (bibliotecas sustractivas
delanteras), fueron transferidas a placas numeradas de 50 recuaaros (LB-agar
+ Ampicilina 100 pg/mL), crecieron durante la noche a 37° C y se almacenaron
a 4% C. Un inoculo de cada colonia fue transferido a medio liquido (LB-agar .,
Ampicilina 100 pg/mL) e incubado a 372 C durante la noche con agitacion
constante. Se tomaron alicuotas de 0.5 mL de cada una y fueron centrifugadas
a 7,000 rpm para formar pellets y resuspenderlas en medio LB con glicerol (15

% v/v) para criopreservacion a -80°C,

9. Extraccion de DNA Plasmidico
Se extrajo DNA Plasmidico de cada colonia crecida en medio selectivo

liquido, utilizando el QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. El plasmido fué digerido con Eco R/ para
liberar el inserto. El tamafio del producto fué evaluado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% y el DNA se cuantificé en un espectrofotometro de
escaneo UV/Visible DU® Serie 730 (Beckman Coulter) utilizando una longitud

de onda de 260 nm.

10. Determinacidn de secuencias y analisis

Los cDNAs clonados producto de la sustraccion, fueron enviados a la

compania SegXcel, Inc. (htip://www.segxcel.com/) para ser secuenciados

mediante la técnica BigDye Terminator Cycle Sequencing chemistry 3.1
utilizando el Analizador Genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). Cada
secuencia resultante fué editada en el programa Sequencher 4.5 y analizada
por comparacion con secuencias prexistentes utilizando la base de datos de

traduccion nucleotidica tBLASTx (Altschul, 1997).

11. Caracterizacion de variaciones en los niveles de mRNA para genes
seleccionados

Los niveles de mRNA correspondientes a los genes identificados en las
genotecas cDNA de sustraccion delantera, fueron cuantificados después de
. crecer las células autotréfica y heterotroficamente bajo las tres condiciones de
cultivo previ_elmente mencionadas en la seccion 2. Solo aquellas secuencias

claramente relacionadas con el metabolismo de lipidos, de glucosa, ciclo TCA,
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mitocondria, cloroplasto y regulacion génica fueron seleccionadas y su
expresion fué evaluada mediante PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)
utilizando el Sistema LightCycler® Carousel-Based PCR vy el kit LightCycler®
FastStart DNA Master™ " SYBR GREEN | (Roche).

Como primer paso, el DNA se eliminé del RNA mediante digestiéon en
columna con el Set RNAase-Free DNase (Qiagen) seguido de una purificacion
de RNA en columnas spin de membrana de silica utilizando el RNeasy Plus
Mini Kit (50) de Qiagen. La sintesis de la primer cadena de cDNA se llevé a
cabo en RNA tratado con DNasa, utilizando 3.3 ug de RNA total siguiendo el
protocolo del fabricante (SuperScript™ Ill Reverse Transcriptase, Invitrogen). El
cDNA diluido 30-240 veces (para asegurar la amplificacion en el rango lineal)

fué combinado con distintos pares de cebadores disefiados utilizando el
| Programa Scitools Primer Quest de la compania Integrated DNA Technologies

(mp://www.idtdna.com/ScitooIs/AppIicalions/Primerquest). El disefio de los cebadores se

condicion¢ a tamafos entre 20 y 26 nucledtidos, temperatura de fusién (Twm)
con un rango de 60 a 65 °C, contenido GC entre 50% a 60% y longitud de
producto de 90 a 250 pares de bases. Los productos cortos, se disefiaron para
evitar repeticiones largas de adeninas y timinas presentes en algunas
secuencias de DNA utilizadas como templetes. Los cebadores y la mezcla de
cDNA se combinaron con SYBR Green PCR master mix (Roche), se incubaron
en el LightCycler® Carousel-Based PCR System (Roche) de acuerdo al

protocolo touchdown: 1 ciclo de 95 °C por 600 segundos; 1 ciclo of 95 °C por
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10 segundos, 68 °C por 10 segundos, 72 °C por 10 segundos, seguido de una
reduccion de 2 °C para el alineamiento en cada ciclo consecutivo hasta que la
temperatura de alineacion llegase a 40 °C después de 15 ciclos y fuese
mantenida a 40 °C hasta hacer un total de 50 ciclos. Se generé una curva
standard para cada set de primers gen-especificos a partir de diluciones de
DNA genérﬁico. El software del Sitema LightCycler calculd la cantidad en
nanogramos de moléculas blanco, al graficar el logaritmo de fluorescencia
contra el nimero de ciclos, estableciendo una linea basal en el eje x. La linea
basal identificaba el ciclo durante el cual la sefal logaritmica lineal de cada
muestra podia distinguirse del fondo. Se midi6 el punto de cruzamiento del eje
x para cada cada standard y se grafico contra el logaritmo de la concentracion,
produciendo una curva standard. Las concentraciones de las secuencias
blanco en las muestras problema fueron extrapoladas de la curva standard. El
punto de cruzamiento para cada set de primers gen-especificos se convirtié a
nanogramos equivalentes, utilizando la curva standard. Un nivel elevado de
mRNA en una muestra, tenia un punto de cruzamiento bajo debido a que la
muestra alcanza la linea basal con menos ciclos.
Los niveles de mRNA de todas las muestras entre las diferentes corridas
y diluciones, fueron normalizados para reducir la variacién y obtener una mejor
interpretacion de los niveles de expresién. Las muestras fueron normalizadas
entre dos diluciones diferentes: se calculd el promedio de las 4 condiciones de

cultivo por corrida al determinar la media de los promedios para las dos
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diluciones. Los valores de cada condicion fueron ajustados por la proporcién o
ratio del promedio de las cuatro muestras comparado con la media de las dos
diluciones. Se calcularon el promedio y las desviaciones standard

normalizadas. Los niveles de expresién génica fueron graficados y analizados.
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RESULTADOS

1. Condiciones de crecimiento

Chlorella protothecoides UTEX 25 fue culiivada bajo condiciones
autotréficas y heterotréficas. Para cada condicién se realizaron conteos
celulares diarios. La Fig. 4 muestra que el crecimiento mas acelerado ocurrié
en heterotrofismo (Hu et al, 2006) al agregar glicerol 20 mM al medio basal
Proteosa, seguido del crecimiento heterétrofo con glucosa 5.5 mM y de glucosa

20 mM. EI crecimiento mas lento ocurrié bajo condiciones autotréficas.

Curva de crecimiento de C. protothecoides

20

Miliones de cels/mL

Figura 4. Grafica comparativa del crecimiento de C. protothecoides bajo 4 condiciones de
cultivo. AUT representa el crecimiento autotréfico, G 5.5 representa el crecimiento heterotréfico
con glucosa 5.5 mM, G 20 representa el crecimiento heterotréfico con glucosa 20 mM y GLY
20 representa el crecimiento heterotréfico con glicerol 20 mM.
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Cambios evidentes en el color fueron visualizados en los cultivos
heterotréficos: durante la fase logaritmica de crecimiento, el color verde que
caracteriza a los cultivos autotréficos de Chlorella, se perdié durante las tres
condiciones heterotréficas. Un tono amarillento aparecié sobre todo en los
cultivos con glucosa, mientras que el cultivo autétrofo no cambié de color,

manteniendo su tono verde brillante (Fig. 5).

Chlorelt 1

Chlorirtlsy 2

- ) —

Chilorella 2

Chioraliy 4

Ny ™ S

Figura 5. Vista macroscopica de cultivos liquidos de Chlorella protothecoides durante |a fase
logaritmica. Chlorella 1 muestra el cultivo autotrofico. Chlorella 2 muestra el cultivo heterotréfico
con glucosa 5.5 mM, Chlorella 3 muestra el cultivo heterotrofico con glucosa 20 mM, Chiorella 4
muestra el cultivo heterotrofico con glicerol 20 mMm
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El crecimiento en placas de agar bajo condiciones de autotrofismo y
heterotrofismo durante siete dias también fue diferente: se formaron colonias
autotréficas pequefias con una pigmentacion verde brillante, mientras que las
colonias heterotréficas (glucosa 5.5 mM) desarrollaron una pigmentacion
amarilla y eran de mayor tamario que las autotréficas; tal como se muestra en

la Fig. 6.

A B

Figura 6. Vista macroscépica del crecimiento de colonias de Chlorella protothecoides en placas
de agar. A muestra el crecimiento bajo condiciones heterotréficas (glucosa 5.5 mM). B muestra
el crecimiento bajo condiciones autotréficas

2. Analisis lipidico
La acumulaci6n lipidica en Chlorella protothecoides se determiné utilizando
el método con rojo nilo, reportado por Lee et al (1998), que es un tinte

fluorescente para lipidos neutros. Las unidades utilizadas para dicha medicién
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fueron RFU (unidades relativas de fluorescencia), las cuales son unidades
arbitrarias relacionadas a la intensidad de la fluorescencia. ‘

La Fig. 7 muestra la fluorescencia mas alta y por lo tanto el contenido
lipidico mas abundante en los dos cullivos heterotréficos suplementados con
glucosa. Dichos cultivos desarrollaron un contenido lipidico similar; a una
concentracion 5.5 mM se produjo 25 veces mas lipido mientras que a 20 mM
cerca de 23 veces mas con respecto al cultivo autotrofico. Cuando las células
fueron crecidas heterotroficamente con glicerol 20 mM, su contenido lipidico
fué mucho menor comparado con el de las dos condiciones heterotréficas con
glucosa. El medio con glicerol 20 mM tuvo un incremento lipidico de cuatro

veces comparado con el autotréfico. La menor fluorescencia y por lo tanto la

menor cantidad de lipidos neutros, ocurrié en el cultivo autotréfico.
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Mediciones con Rojo Nilo

RFU

Figura 7. Mediciones lipidicas utilizando el tinte fluorescente rojo nilo en 4 condiciones
diferentes: AUTOTR es el cultivo autotréfico, GLUC 5.5 es el cultivo heterotréfico con
glucosa 5.5 mM, GLUC 20 es el cultivo heterotréfico con glucosa 20 mM, GLY 20 es el
cultivo heterotréfico con glicerol 20 mM. RFU (unidades relativas de fluorescencia) es la
fluorescencia de los lipidos neutros medida en unidades arbitrarias.

Se tomaron imagenes microscopicas de células cultivadas autotréficamente
(no inducidos para produccién de lipidos) y aquellas inducidas con glucosa 5.5
mM cultivadas heterotréficamente; ambas tefiidas con rojo nilo. La Fig. 8
muestra un notable incremento en la fluorescencia de las células algales
inducidas a la acumulacion de lipidos y una muy baja fluorescencia emitida por

las células autotroficas (no inducidas).
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No inducido Inducido

Figura 8. Imagenes microscopicas con fluorescencia de Chlorella protothecoides. A la
izquierda se muestra una célula autotréfica/no inducida y a la derecha una célula heterotréfica
(glucosa 5.5 mM) inducida para la sobreproduccion lipidica

En los cultivos heterotréficos con glucosa 5.5 mM, los lipidos parecen estar
organizados intracelularmente como gotas lipidicas citoplasmaticas (Fig. 9 B).

No se observaron gotas lipidicas en las células autotréficas (Fig. 9 A).

Gota
lipidica

A B

Figura 9. Imagen microscépica de Chiorella protothecoides bajo condiciones autotrofismo Ay
de heterotrofismo con 5.5 mM de glucosa (B). Se muestran gotas lipidicas en B sefialadas con
una flecha azul.
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3. Analisis molecular
Extraccién de RNA

Se evaluaron dos técnicas de aislamiento de RNA: el método de fenol
caliente y el método de TRIzol. En el carril 1 de la Fig. 10 se seiiala mediante
una flecha azul, el RNA de transferencia (tRNA) obtenido al-utilizar la técnica
de TRIzol. Ya que dicho RNA es de poco o nulo interés para propésitos de la
clonacién sustractiva. Al utilizar el método de fenol caliente no se obtuvo tRNA.

Se optd por elegir ésta ultima técnica para extraccién de RNA total.

Figura 10. Comparacién de dos métodos de extraccién de RNA: TRIzol (carril 1) y método de
fenol caliente (carril 2), marcador de peso molecular (carril 3). Las muestras de RNA fueron
corridas en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con bromuro de etidio. La flecha azul muestra
presencia de tRNA en el carril 1

Clonacién sustractiva
Mediante la técnica de clonaci6n sustractiva delantera de cDNA basada
en PCR, se aislaron un total de 365 clonas derivadas de transcritos inducidos

mediante el crecimiento heterétrofo (afiadiendo 5.5 mM de glucosa al medio
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proteosa basal). Una vez realizadas la exiraccion plasmidica y la digestién para
liberar el inserto, se evaluaron tanto la presenciaq como el tamano de cada
inserto y se secuenciaron un total de 250 genes. Dichas secuencias fueron
examinadas para remover aquellas correspondientes a vectores de clonacion,
comparadas entre si para identificar clones repetidos y analizadas mediante
IBLASTx (Altschul et al., 1997) para identificar posibles homologos. A partir de
dicho analisis, se identificaron 99 genes Unicos. De acuerdo a su homologia
con genes conocidos, las secuencias fueron clasificadas de la siguiente forma:
30 genes con homologia no significativa (genes sin correspondencia), 3 genes
con funcién desconocida, 25 genes ribosomales, 9 genes homo‘légos a genes
de otras algas (genes alga-homélogos), 8 genes de metabolismo de glucosa, 3
genes lipidicos, 3 genes que codifican para proteinas de cloroplasto, 5 genes
que codifican para proteinas mitocondriales, 1 gen del ciclo TCA, 2 genes de
sintesis de aminoacidos, 6 genes involucrados en el procesamiento de mRNA
0 en la transposicion, 2 genes de plegamiento de proteinas, 1 gen de histona y
1 gen involucrado en formacion de vesicula; de acuerdo a lo mostrado en
tablas | a XIll. Las tablas refieren el nombre del clon, el organismo y el gen
correspondiente con mayor pariedad, asi como el valor de E que le da

significado estadistico a los alineamientos resultantes al utilizar tBLASTx. A

menor valor de E, mas significativo es un alineamiento (Altschul et al., 1997)
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Clona Gen identificado Valor de E
R. norvegicus mRNA con similitud a proteina de
A43 hemocromatosis 9e-04
Arachis hypogaea mRNA con similitud a proteina
precursora PRP25 rica en prolina acidica
C9 1e-14
Dictyostelium discoideum AX4 proteina hipoiética
F2 (DDBDRAFT_0202579) mRNA 7e-05
Tabla ll. Genes alga-homadlogos
Clona Gen identificado Valor de E
B22,C41S C. reinhardtii proteina integral de membrana 6e-26
B25 C. reinhardtii proteina hipotética 6e-16
B28 C. reinhardfii histona H2B variante (HBV1) mRNA 3e-24
C. protothecoides mRNA parcial para cargador de AA
B29,D029,D35 | (gen dee 4) 7e-49
B43 C. incerta proteina asociada a microtiibulos 3e-18
C43 C. reinhardtil proteina hipotética (CPLD38) mRNA 2e-25
D27 C. reinhardiii enzima ubiquitina-conjugativa (UBC10) 2e-77
D33 C. reinhardtii gen de flagelo largo 2 (LF2) 7e-08
C. protothecoides mRNA para ferritina putativa (gen
E23,E42,F9 | dee 188) 2e-68
Tabla Ill. Genes de metabolismo de glucosa
Clona Gen identificado Valor de E
A2-B7-A18 | Proteina similar a cotransportador de hexosa 6e-16
Cs Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa glicolitica le-14
Ci5 ADP-L-glicero-D-manoheptosa-6-epimerasa 0.012
c27 C. reinhartidtii glicégeno sintasa kinasa 3 3e-12
D24 C. reinhartdltii proteina fosfatasa 1 (PP1A) 4e-22
C. reinhardtii epimerasa/ deshidratasa NAD
D26 dependiente(SNE5) mRNA 7e-09
C. reinhardtii proteina pronosticada (CGLD19)
E6 mRNA 1e-05
Gallus gallus mRNA para proteina ABC
Fi2 transportadora 3e-04




Tabla IV. Genes lipidicos
Clona Gen identificado Valor de E
A25-A26 | Gen de propiomelanocortina 0.036
C15 C. reinhardtii policétido sintetasa tipo | 0.059
E31 C. reinhardiii acil-ACP desaturasa plastidica (FAB2) 5e-19
Tabla V. Genes que codifican para proteinas cloroplasticas
Clona Gen identificado Valor de E
A30-A34- | C. reinhardtii translocén de membrana interna de
E16-C38 | cloroplasto 2e-15
Helicosporidium sp. ex Simulium jonesii ferredoxina
plastidica mRNA; gen nuclear para producto
C12 plastidico 2e-18
Physcomiirella patens subsp. patens proteina
C26 pronosticada (PHYPADRAFT_27510) 1e-12
 Tabla VI. Genes que codifican para proteinas mitocondriales
Clona Gen identificado Valor de E
A35 C. reinhardtii ubiquinol: citocromo C 6xido-reductasa Je-21
B19 mRNA para NADH-citocromo b5 reductasa 1e-34
- | C. protothecoides mRNA para ubiquinona-citocromo ¢
C6-C39 | reductasa (dee10 gene) putativa Ge-64
F15 O Iucimarinus CCE9901 proteina pronosticada (CYC1) 6e-07
17 Arabidopsis thaliana citocromo c oxidasa-relacionada 1e-85
Tabla VII. Gen de ciclo TCA
Clona Gen identificado Valor de E
Chlamydomonas reinhardiii subunidad mitocondrial
D3 Fe/S de succinato-deshidrogenasa 6e-12
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Tabla VIll. Genes de sintesis de aminoacidos

Clona Gen identificado Valor de E
Prototheca wickerhamii mRNA para histidinol-fosfato
F11 transaminasa 2e-07
F20- A. thaliana mRNA para familia de deshidratasas
E28 (AT1G29810) 5e-20
Tabla IX. Genes involucrados en procesamiento de mRNA o transposicion
Clona Gen identificado Valor de E
A32 C. reinhardltii proteina ring-box 3e-60
Macaca mulata 2 (LOC695164) mRNA pronosticado
como similar a proteina tumoral p73 transcripto
B26 varianie 2e-05
Emiliania huxleyi pequeiia ribonucleoproteina d2
C23 putativa . 2e-09
C. reinhardtii factor de splicing, componente de U5
E25-E36 | snANP y de el spliceosoma (PRP8) mRNA 9e-15
C. reinhardtii proteina pronosticada
E38-E39 | (CHLREDRAFT_190192) 7e-20
Klebsiella pneumoniae transposon TN3926, gen
parcial tra7 para transposasa, region contigua
H47-19 pSL007 6e-04
Tabla X. Genes de plegamiento de proteinas
Clona Gen identificado Valor de E
Chlamydomonas reinhardtii peptidil-prolil cis-trans
C14 isomerasa, tipo ciclofilina (CYN18-1) mRNA 2e-10
Chlorella pyrenoidosa sahsp70 mRNA para proteina
E11-E12 | 70 de shock por calor 6e-35
Tabla XI. Gen de histona
Clona Gen identificado Valor de E
C. reinhardtii variante de histona H2B (HBV1) mRNA Je-24

C31,B28

43
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Tabla XIl. Gen involucrado en formacion de vesicula

)

Clona Gen identificado Valor de E
A19 Oryza sativa (grupo cultivable japonica) Os01g0265100 2e-12
qRT-PCR

Se seleccionaron genes de cada categoria (tablas Il a la Xll) en base a
su posible relevancia en la acumulacion de lipidos, a su posible relevancia en
el crecimiento heterotrofo y a su valor de E. Se procedio a evaluar los niveles
de mRNA mediante gRT-PCR. Se realizd una cuantificacion de'la reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real para cada gen seleccionado con el fin
de medir el nivel de expresion durante el crecimiento autétrofo y heterétrofo. Se
utilizaron las tres condiciones de heterotrofismo (glucosa 5.5 mM, glucosa 20
mM vy glicerol 20 mM) en lugar de una sola, como en la técnica de clonacion
sustractiva. Los datos son presentados a continuacion por categoria de genes

seleccionados.

Genes alga-homdlogos

En la Fig. 11 se muestran los niveles de mRNA correspondientes a dos
genes seleccionados con homologia a genes de algas: a la izquierda se
observa el gen dee 4 de Chlorella protothecoides (mRNA parcial para cargador
de aminoacido) mostrando un incremento continuo de mRBNA comparando

autotrofismo con las 3 condiciones de heterotrofismo: se observa un triple
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aumento con glucosa 5.5 mM, un incremento cuadruple con glucosa 20 mM y
un séxtuple aumento con glicerol 20 mM. A la derecha, se observa el gen de
Chlamydomonas incerta que codifica para una proteina asociada a
microtubulos, el cual muestra un triple incremento bajo la condicién glucosa 20
mM seguido de un doble aumento con glicerol 20 mM y sin induccion en

glucosa 5.5 mM. Todos comparados con la condicién autotrofica.

Clonas B29,029,035 Clona Ba3

- vats Y "
aut gluc 6.5 gluc 20 aly 20 Condielén de cultivo
Condicién de cullivo

Figura 11. Niveles de mRNA para la clonas B29,029,D35: Chlorella protothecoides mRNA
parcial para cargador de aminoacidos (gen dee 4) y para la clona B43 Chlamydomonas incerta
proteina relacionada con microtlbulos. El eje y muestra el nivel de induccién en ng/pL mientras
que el eje x, la condicion de cultivo correspondiente: aut indica la condicién autotrdfica, gluc 5.5
indica la condicion heterotréfica con glucosa 5.5 mM, gluc 20 indica la condicién heterotrofica
con 20 mM de glucosa y gly 20 la condicion heterotréfica con 20 mM de glicerol.
Genes lipidicos

Los tres genes involucrados en metabolismo lipidico fueron
~seleccionados para realizar gRT-PCR; gen propiomelanocortina, gen
poliquétido sintetasa y gen plastidico acil-ACP desaturasa. Los tres genes

presentaron la mayor induccion bajo la condicion de cultivo con glicerol 20 mM,

tal como se muestra en la Fig. 12. El gen desaturasa muestra dicha induccion
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de manera contundente, puesto que la induccion es nula en la condicion
autotrofica y en glicerol es 7 veces mayor que en los cultivos heterotroficos con

glucosa.

Clonas A25-A26 Clona C15

- Pl o wre - Lad g W= e
Condiclén de cultivo Condlclén de cultiva

aut oluc 5.5 glue 20 uly 20
Condiclones de cultivo

Figura 12. Niveles de mRNA para las clonas A25-A26 gen de propiomelanocortina, clona C15:
Chlamydomonas reinharditii policétido sintetasa tipo | y clona E31: Chlamydomonas reinhardltii
gen plastidico acyl-ACP desaturasa (FAB2).

Genes de metabolismo de glucosa

La Figura 13 muestra los dos genes glucosidicos seleccionados para
analizar niveles de expresion de mRNA; a la izquierda se observa el gen co-
transportador de hexosa y a la derecha el gen gliceraldehido-3-fosfato-

deshidrogenasa. Ambos genes presentaron su maxima induccion en la
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condicién heterotréfica con glicerol 20 mM, el primero mostré un induccién
aumentada 16 veces y el segundo 6 veces. Las condiciones heterotroficas con
glucosa mostraron un aumento en la induccién a la par que el incremento de
'glucosa; doble induccion en baja concentracion de glucosa y quintuple
induccion en alta concentracién de glucosa, para el gen co-transportador de
hexosa. ElI gen gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa presentd doble

induccion en glucosa baja y triple induccién en glucosa alta.

Clonas A2-B7-A18 Clona C8

aut gluc 5.5 gluc 20 aly 20
Condiclén de cullive

o oSS glue 20 oy 20
Condiclén de cullivo

Figura 13. Niveles de mRNA para clonas A2-B7-A18: gen co-transportador de hexosa y clona
C8: gen gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa.

Gen de ciclo TCA (Krebs)

El gen que codifica para la subunidad mitocondrial Fe/S de succinato
deshidrogenasa de Chlamydomonas reinhardlii presenté una doble induccion
en la condicion 20 mM glicerol. Este gen fué considerado sin induccién en las

condiciones con baja y alta concentracion de glucosa (Fig. 14).
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Clonn D3 i

aut gluc5.5 gluc 20 gly 20
Condicion de cultivo

Figura 14. Niveles de mRNA para la clona D3. Subunidad mitocondrial Fe/S de succinato
deshidrogenasa.

Genes que codifican para proteinas cloroplasticas :

El gen de Physcomitrella patens que codifica para proteina pronosticada
(PHYPADRAFT_27510) y que funciona como regulador negativo de la
expresion de genes fotosintéticos especificos en respuesta a la luz y al
oxigeno; presentd una Unica induccién en la condicion de 5.5 mM de glucosa

(Fig. 15).

Figura 15. Niveles de mRNA para la clona C26: gen que codifica para proteina pronosticada
(regulador negativo de la expresion de genes fotosintéticos especificos en respuesta a luz y al
oxigeno).
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Gen que codifica para proteinas mitocondriales

El mBNA de Chlorella protothecoides para ubiquinona putativa
citocromo ¢ reductasa (gen dee10) mostré una doble induccién en glucosa 5.5
mM y en glicerol 20 mM mientras que en glucosa 20 mM, presenté una

induccion aumentada 2.5 veces (Fig. 16).

Clonas C8-C39

o

e A TS s
s D

aul gluc 5.5 gluc 20
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Figura 16. Niveles de mRNA para las clonas C6-C39. mBNA de Chlorella protothecoides para
ubiquinona putativa citocromo c reductasa (gen dee10)

Genes involucrados en el procesamiento de mRNA o transposicion

La Fig. 17 muesira del lado izquierdo, el gen que codifica para la
proteina ring-box de Chlamydomonas reinhardtii, con un aumento en la
induccion 1 a 2 veces en glicerol 20 mM vy sin induccién en las condiciones de
- glucosa alta y baja. El gen del transposén TN3926 parcial tra7 de Klebsiella
pneumoniae a la derecha, muestra una induccion continua a partir de glucosa
baja con 1.5 aumentos, la glucosa alta con una doble induccién y el glicerol 20

mM con un aumento de 2.5 veces. En contraste, el gen que codifica para la
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proteina pronosticada de Chlamydomonas reinharditii (CHLREDRAFT_190192),
no presentd induccién en las condiciones alta y baja de glucosa pero mostré un

aumento de 2.5 veces en glicerol 20 mM (ver parte baja de la Fig. 17).
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Figura 17. Niveles de mRNA para la clona A32: gen que cedifica para proteina ring-box de
Chlamydomonas reinhardtii, clonas H47-19: gen parcial tra7 para transposasa, Klebsiella
pneumoniae transposon TN3926, regién contigua pSL007, y clonas E38-E39: gen de
Chlamydomonas reinhardtii que codifica para proteina pronosticada (CHLREDRAFT_190192)

Gen involucrado en formacion de vesicula
El gen Os01g0265100 de Oryza sativa (grupo cultivable japonica),
involucrado en el ensamblaje de proteinas de revestimiento durante la

formacién de vesiculas. Presenté un doble aumento de induccién en la
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condicion de glucosa baja, un aumento de 1.5 veces en la condicion de glucosa

alta y un triple aumento en la condicion glicerol 20 mM (Fig. 18).

Clona A19
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Figura 18. Niveles de mRNA para la clona A19: gen Os01g0265100 de Oryza sativa (grupo
cultivable japonica)
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DISCUSION ‘

Al estimular una acumulacion lipidica en C. protothecoides mediante el
crecimiento heterotréfico, se esperaba obtener una induccién especifica de
genes involucrados en dicha acumulacion con respecto a la que se presento
bajo condiciones autotrofas con menor abundancia de lipidos. Los datos
obtenidos mediante la técnica de clonacion sustractiva delantera, no apoyaron
dicha hipdtesis. Una hipotesis alierna es que los genes clave pueden tener
regulacion negativa cuando C. protothecoides acumula lipidos bajo condiciones
de heterotrofismo. Por ejemplo, los genes involucrados en la sintesis de
carbohidratos pueden apagarse y promover un mayor flujo de carbono hacia la
sintesis de lipidos (Sheehan et al., 1998). Si este fuera el caso, entonces la
técnica de clonacion sustractiva reversa seria la apropiada. Otra posibilidad es
que los genes involucrados en la acumulacion lipidica de C. protothecoides no
necesitan estar altamente regulados o sub-regulados bajo condiciones
heterotréficas, puesto que la regulacion ocurre preferentemente a nivel
metabdlico. La regulacién de enzimas mediante cambios en las
concentraciones de metabolitos, puede alterar el flujo de carbono y lograr un
incremento en la acumulacion de lipidos. Debido a que éste nivel regulatorio no
involucra cambios en la expresion génica, sus condiciones no pueden ser

- detectadas mediante la técnica de clonacion sustractiva.



Sin tomar en cuenta la identificacion de los genes involucrados en
acumulacion de lipidos, los datos indican que el método sustractivo funciond
correctamente. Como evidencia se tiene la clonacién exitosa de tres grupos de
genes relacionados a cambios metabdlicos y de tasa de crecimiento, ocurridos
durante el heterotrofismo. Estos incluyen genes identificados previamente en
C. protothecoides en respuesta a la decoloracion, genes de proteinas
ribosomales y genes transportadores de hexosa. Los genes dee 4, dee 10 y
dee 188 relacionados con la palidez, fueron aislados en un trabajo previo de
clonacion sustractiva (Hortensteiner et al, 2000) en C. protothecoides, durante
la pérdida de la coloracion verdosa y la degradacion de clorofila; al crecer las
células en oscuridad, en un medio de cultivo con 5% de glucosa y deficiente en
nitrégeno. Estos tres genes fueron identificados en la presente investigacion.
Asimismo veinticinco genes de proteinas ribosémicas fueron identificados
mediante sustraccion delantera, los cuales podrian estar relacionados con la
tasa de crecimiento acelerado (Fig. 4 y Snoep et al., 2006) de las células en los
cultivos heterotréficos. A parlir de la genoteca sustractiva delantera fueron
identificados también los genes mlltiples que codifican para co-transportadores
de hexosa, cuya induccién es consistente con el crecimiento heterotréfico en

.glucosa.

A pesar de que no pudo demostrarse la hipétesis que establece que los

genes involﬁcrados en la acumulacién de lipidos lograrian ser inducidos y

aislados a través del método sustractivo delantero, se puede establecer que el
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analisis de los genes que se lograron aislar permite explorar algunos de los
cambios metabodlicos que ocurren en las células sometidas a las diferentes

condiciones de crecimiento, tal como se describe a continuacion.

Genes de metabolismo de glucosa
a) Co-transportador de hexosa

El azicar presente en el cultivo ingresa a la microalga a través de la
membrana celular, con ayuda de una familia de transportadores de azucar
denominada, sistema HUP de captacion de hexosa (Sauer y Tanner, 1989; Wil
et al., 1998). Se trata de un sistema de transporte activo de aztcar (acoplado a
~un gradiente-H") inducible (Tanner, 2000). El andlisis de secuencias de las
clonas aisladas mediante sustraccion delantera, indica que por los menos
existen 3 cobias de este tipo de genes. Estas pueden codificar para proteinas
con diferente afinidad o capacidad para transporte o regulacion diferente
(Stadler et al., 1995; Will et al., 1998). No fué posible distinguir entre copias
individuales mediante qPCR, debido a su alta similitud. Por lo tanto, no se logré
determinar si todas las copias respondian de la misfma manera.

En general, los co-transportadores de hexosa son inducidos en
presencia de glucosa (Fig. 13). La induccion es mayor con 20 mM de glucosa
que con 5.5 mM, lo cual sugiere que la célula esta transportando mas glucosa
a mayor concentracion de la misma. Es posible que las diferentes copias del

transportador sean inducidas en cada condicion por separado, por ejemplo el
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transportador con mayor afinidad puede estar inducido por una baja
concentracion de glucosa.

Los co-transportadores presentan la mayor induccion en presencia de
glicerol 20 mM. Esto podria deberse a una respuesta por inanicién. Si la célula
prefiere glucosa como fuente de carbono, en su ausencia induce al
transportador a alternar con la fuente de azicar disponible (Xie et al., 2004).
Otra explicacion es que uno de los transportadores de azticar o una de las tres
copias diferentes tiene mayor afinidad por el glicerol (Will et al, 1997)

mostrando una mayor induccién en presencia de glicerol.

b) Glucdlisis y gen de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa

Las moléculas de glucosa o las de glicerol entran a la célula, son
procesadas por la via glucolitica en el citoplasma y en el cloroplasto, son
escindidas y producen piruvato y energia. Durante la presente investigacién, se
identifico un gen que participa en dicha via, el gen gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa, que cataliza la conversion del gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-

\

bifosfoglicerato con produccién de NADH + H* (Fig. 19).
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Figura 19. Via glucolitica. Es una secuencia de diez reacciones que involucra a diez
compuestos intermediarios. El gen gliceraldehido-3

-fosfato-deshidrogenasa (subrayado en
amarillo) fué identificado mediante la técnica de clonacién sustractiva (Fig. de

http://biotech.icmb. utexas. edu/glycolysis/pathway. htm|)
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Este gen presentd la mayor induccion en la condicién de cultivo con
glicerol 20 mM (Fig. 13). Existen varias posibles explicaciones o consecuencias
de ello. El glicerol se encuentra a dos etapas de reaccion previas a ésta enzima
mientras que la glucosa se encuentra cuatro reacciones antes de la misma. La
glucosa puede ser convertida a una forma de almacenaje (almiddn) y el glicerol
no (Aubert S. et al., 1994). Ambos factores pueden reducir el flujo de carbono
de glucosa a través de ésta etapa de reaccion, y podria explicar porqué el gen
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa muestra tan alta induccion en glicerol.
El glicerol potencialmente puede ser utlizado directamente en\la sintesis de
triglicéridos (Aubert S. et al., 1994), pero la induccion de el gen gliceraldehido-
3-fosfato-deshidrogenasa indica que el carbono del glicerol entra
preferentemente a la ruta glucolitica. Esto puede ser para generar energia en
forma de ATP para la célula. Tomando como base al mol, se tiene que el
glicerol posee la mitad de energia de la glucosa; entonces mayor
procesamiento de glicerol que de glucosa es necesario para generar energia
en la célula. La enzima gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa cataliza la
unica etapa de la glucolisis que rinde NADH. Esta molécula va directamente al
sistema de transporte de electrones y produce 3 ATPs. De forma global, los
datos son consistentes en la utilizacion del glicerol por la célula como un fuente
de energia a través de la glucdlisis, con preferencia a usar el glicerol como un

intermediario directo en la sintesis de lipidos.
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Ha sido comprobado [Hértensteiner ef al. en 2000, Katayama y Benson
en 1966, Xu et al. en 2006] que C. protothecoides crecida bajo condiciones
heterotréficas con glucosa, es sometida a una degradacion de clorofila y por lo
tanto a la pérdida de su capacidad fotosintética. Pero en presencia de glicerol
en el medio, una baja actividad fotosintética persiste, tal como lo sugiere el
tono verde remanente observado en el cultivo con glicerol 20 mM (ver Fig. 5).
Durante dicha condicién de crecimiento, las células podrian elaborar una baja
cantidad de glucosa mediante la fotosintesis para satisfacer el requerimiento de
carbono del ciclo de las pentosas, pero insuficiente para la via glucolitica; lo
cual se compensaria con la induccion de gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa.

Una molécula de glucosa posee una estructura de seis carbonos y una
de glicerol, solo tres carbonos. Los cultivos con glucosa y con glicerol
presentan una marcada diferencia en su produccion lipidica. Una concentracion
de glucosa de 5.5 mM indujo un aumento lipidico de 25 veces, la glucosa 20
mM un incremento de 23 veces y en contraste el glicerol 20 mM solo induce un
incremento de 4 veces respecto a la condicion autétrofa (Fig. 7). Existen dos
factores que pueden contribuir a ello: 1) la tasa de crecimiento en presencia de
_glicerol es mayor que en glucosa, por lo que mas energia se dirige al
crecimiento que a la produccién de lipidos y 2) debido a que el glicerol tiene la
mitad de numero de carbonos que la glucosa, posee un menor rendimiento

energético, lo cual puede reducir la produccién de lipidos.
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Ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) y el gen succinato-

deshidrogenasa

Como se muestra en la Fig. 20, como preparativo para el ciclo de Krebs,
dos piruvatos por molécula de glucosa (formados durante la glicdlisis) entran a
la mitocondria. Un atomo de carbono es removido y unido al oxigeno para
formar diéxido de carbono. Como resultado de este paso, se forma una
molécula de acetilo. Dicha molécula de dos carbonos, se oxida y se une a la
coenzima A para formar acetil-CoA y entrar al ciclo de los acidos tricarboxilicos
o ciclo de Krebs. Produciento 2 ATP, 6 NADH, y 2 FADH, por molécula de
- glucosa, puesto que el ciclo ocurre dos veces por cada molécula de glucosa

metabolizada (Mathews, 1986).
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Figura 20. Ciclo de Krebs. La enzima Succinato deshidrogenasa produce FADH,, dona sus
electrones y se incorpora a la fosforilacion oxidativa (Copyright © 2008. Pearsons Educat/on
Inc., publishing as Pearsons Benjamin Cummings)

Succinato deshidrogenasa (gen sustraido D3) cataliza la transformacion

de succinato a fumarato, es la Gnica enzima de ésta via que produce FADH,,
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dona sus electrones (sistema transportador de electrones) incorporadose a la
fosforilacion oxidativa para sintetizar 2 ATP. FADH; libera una par de
electrones al sistema transportador de electrones (Fig. 21). Cada par de
electrones es transferido de un nivel con alta energia a uno de baja energia.
Durante el proceso, se libera energia que puede ser utilizada para sintetizar 2
ATP por cada FADH,. Succinato deshidrogenasa participa tanto en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos como en el sistema mitocondrial transportador de
electrones y la fosforilacion oxidativa (Mathews, 1986), dirigidos hacia la

produccion de energia (Fig. 22).

@ g @) @ e
© © ® )@ O D

&
~ FAD +2(@) ®

2@+ 120, —+H,0 ’ |

]
f
NADH + @) = nap* + 2@ | il

" FADH ,

Sistema transportador de electrones @

Figura 21. Sistema trasportador de electrones. NAD* y FAD son moléculas transportadoras de
electrones. El sistema crea un gradiente que se utiliza para producir ATP. Mientras H* se van
hacia un menor gradiente, ATP se genera a través del complejo ATP-sintasa. (Figura de
http://WWW-1.unipv.it/Webbio/anatcomp/fmitas/zo08—2009/chemios_Il.jpg)
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Asi como el gen gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa de glucdlisis,
el gen succinato deshidrogenasa también presenté una mayor induccién en
presencia de glicerol (Fig. 13), lo cual es consistente con la necesidad de la
célula de producir mayor cantidad de energia requerida para soportar un

crecimiento acelerado.

Glicerol
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Figura 22. Succinato deshidrogenasa (SD) participa tanto en el ciclo de Krebs como en el
sistema de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa. FADH2 se encuentra unido
covalentemente a SD (De: http:#/users.fmrib.ox.ac.uk/% 7Estuart/thesis/chapter._3/section3_3.htmi).
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suministro equitativo de energia por la mitocondria a través de la fosforilacion

oxidativa.
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Figura 23. Esquema general de transporte de az(car, glicolisis y fosforilacion oxidativa en C.
protothecoides (Adaptado de Sitkovsky and Lukashev, 2005)

Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa es la Unica enzima que
produce 2 NADH en la ruta glucolitica y succinato deshidrogenasa es la tnica
enzima que produce FADH; en el ciclo de Krebs, sus genes correspondientes

son inducidos mayormente en glicerol 20 mM, favoreciendo un requerimiento
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energético celular mayor, principalmente para su crecimiento. En el caso del
sistema transportador de electrones y fosforilacion oxidativa (los cuales
producen la mayor cantidad de energia en forma de ATP: 32 ATP’s a partir del
rompimiento de 1 molécula de glucosa), se identificaron 5 genes altamente
regulados bajo la condicion glucosa 5.5 mM (Tabla 6) y un gen con niveles
similares de induccion en las tres condiciones heterotréficas (Fig. 16). Puéde
ser que la vasta energia suministrada por la mitocondria a partir de la
fosforilacion oxidativa fluye de manera analoga en las células que crecen en los
tres tipos de cultivos heterotréficos; sin tener relacion con tasa de crecimiento o

produccion de lipidos.

Genes lipidicos
Gen de policétido sintetasa tipo | de Chlamydomonas reinhardtii

Los policétidos son metabolitos secundarios derivados de Ila
polimerizacion de subunidades de acetilo y propionilo en un proceso similar al
de la sintesis de acidos grasos. La policétido sintetasa (PKS) es un complejo
enzimatico con multiples dominios que se asemeja tanto en estructura como en
funcionamiento, al complejo de la cido graso sintetasa (FAS) involucrada en el
metabolismo lipidico. FAS y PKS catalizan la condensacion secuencial de
unidades acilo en cadenas crecientes en carbonos. Ambas enzimas poseen un
grupo similar de dominios funcionales: cetoacil sintetasa (KS), acil transferasa

(AT), cetoacil reductasa (KR), deshidratasa (DH), enoil reductasa (ER),
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proteina acarreadora de acilos (ACP) y tioesterasa (TE). Los genes PKS tipo |
estan presentes en genomas de otras cloroficeas como Osfreococcus
lucimarinus y Ostreococcus tauri (John et al., 2008). Un gen policétido sintetasa
tipo | fué identificado en el presente trabajo, se desconoce su producto. Su

mayor induccion fué en glicerol (Fig. 12).

Gen propiomelanocortina (POMC)

POMC es un precursor polipeptidico que requiere modificacion post-
traduccional para liberar pequenos fragmentos biologicamente activos,
llamados melanocortinas. En humanos y en ratones, el gen POMC participa en
el balance energético y en metabolismo lipidico. Por ejemplo; datos genéticos
de humanos indican que el impedimento de la sintesis o del procesamiento de
POMC, resulta en obesidad (Coll et al, 2009). En la presente investigacion, la
mayor induccion para este gen, fué en el cultivo con glicerol que rindié menos
lipidos, sugiriendo que la actividad de POMC favorece el metabolismo lipidico y
evita la acumulacion de los mismos. En cuanto a los cultivos con glucosa
abundantes en lipidos, POMC pudiera estar impedida y por ello favorece la

acumulacion de lipidos.

Gen para acil-ACP desaturasa plastidica (FAB2) de Chlamydomonas

reinhardtii
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Acil-ACP desaturasa es una enzima cloropléstica soluble que introduce
el primer doble enlace en &cidos grasos saturados, produciendo acidos grasos
mono-insaturados. Miembros de esta clase de desaturasas solubles poseen
especificidad para sustratos de cierta longitud de cadena e intoducen un doble
enlace entre atomos de carbono definidos. Por ejemplo, delta 9-estearoil-ACP
es especifica para acido estedrico e introduce un doble enlace entre el carbono
9 'y 10 produciendo &cido oléico con unibn ACP  (NCBI:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/158278943). Los acidos grasos sintetizados

en el cloroplasto de C. protothecoides son desaturados por FAB2. Su gen
correspondiente presenta la mayor induccién en glicerol (Fig. 12) y la mayor
‘cantidad de mRNA (7000 ng/ul) entre todos los genes cuantificados para
expresion mediante gRT-PCR. Este gen puede tener la mayor induccién en la
condicion heterotrofica con glicerol debido a un mayor grado de instauracion o
a que existen sustratos especificos en mayor proporcién en glicerol que en
glucosa.
Genes que codifican para proteinas cloropldsticas
C. reinhardltii translocén de membrana interna de cloroplasto (Tic 20)

Las proteinas codificadas en el ntcleo son importadas del citoplasma
a través de la doble membrana cloroplastica. Para ello participan dos
complejos protéicos, el complejo Toc localizado en la membrana externa y el

complejo Tic localizado en la membrana interna. El complejo Toc reconoce
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proteinas especificas mediante una secuencia desprendible N-terminal y es
responsable primario de la translocacién a través de la membrana externa. El
’complejo Tic transloca la proteina a través de la membrana interna. Tic 20 se
encuentra profundamente embebida en la membrana interna y funciona como
una proteina conductora que forma parte del complejo Tic (Benz et al., 2009).
Tic 20 influye y participa en la importacion de proteinas hacia el cloroplasto en
C. protothecoides bajo condiciones de heterotrofismo. Sin embargo, no existe

una clara relacion entre la expresion del gen Tic 20 y el incremento lipidico.

Gen de ferredoxina plastidica

La ferredoxina es una proteina acarreadora de electrones que participa
en cadenas redox en plastidos no fotosintéticos. Puede ser reducida por
NADPH, y actia como un cofactor para varias enzimas plastidicas, tales como
aquellas involucradas en la desaturacion de acidos grasos (de Koning et al.,
2004). Puesto que la oxidacion de NADPH y la reduccion de ferredoxina
ocurren en cloroplastos no fotosintéticos, como aquellos presentes en las
células cultivadas heterotréficamente con glucosa; subsecuentemente la
ferredoxina puede proveer de energia reductora a la enzima plastidica acil-ACP
desaturasa (previamante mencionada en la seccion de genes lipidicos) la cual

es una enzima ferredoxina-dependiente.

Gen para proteina pronosticada PHYPADRAFT_27510
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El producto de este gen actia como un regulador negativo de la
expresion de genes fotosiniéticos especificos en respuesta a oxigeno y luz. Se
cree que promueve la acumulacién de un represor putativo que inhibe la
expresion de genes fotosintéticos especificos (Yeliseev, 1995). Solo hubo
induccion en la condicion heterotréfica con glucosa 5.5 mM (que rinde la mayor
cantidad de lipidos), la cual mostré una clara pérdida de color verde (Fig. 5) y

probablemente una gran acumulacion del represor putativo de la fotosintesis.

Genes homologos a genes de otras algas
Cargador de aminoacidos (gen dee 4)

El producto del gen dee 4 estd involucrado en la remociéon de
aminoécidos acumulados durante la degradacion de proteinas (Hortensteiner et
al., 2000). Este gen mostré un incremento creciente en su induccion a partir del
cultivo heterétrofo con glucosa baja, glucosa alta y glicerol (Fig. 11). El grado
de degradacion protéica puede verse acentuado a la par que el incremento de
glucosa. El cultivo con la mayor cantidad disponible de aminoéacidos

potencialmente degradables seria el de glicerol.

Gen para proteina asociada a microtubulos de C. inceria
Los resultados de qPCR para este gen no estan relacionados con tasa de

crecimiento o con acumulacion lipidica.
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Genes involucrados en el procesamiento de mRNA o transposicion

C. reinhardtii gen de proteina ring-box

Este gen puede estar involucrado en protedlisis mediada por ubiquitina (Mladek
et al., 2003). Su inducciéon es mayor en la condicion de glicerol, lo cual puede

relacionarlo a degradacién de proteinas y crecimiento acelerado.

Gen parcial tra 7 para transposasa
Este gen muestra induccién continua en las condiciones glucosa baja, glucosa

alta y glicerol. Su relacién con la biosintesis lipidica es desconocida

Gen para proteina pronosticada de C. reinhardtii
Este gen es inducido solamente en la condicién de glicerol. Dado que su
producto es desconocido no se puede relacionar con la biosintesis lipidica en

C. protothecoides.

Gen involucrado en formacion de vescicula

Gen de proteina hipotética Os01g0265100

La inducciéon maxima en glicerol puede ser debido a mas vesiculas formadas
'por el aparato de Golgi, las cuales pueden realizar varias funciones en C.
protothecoides. Debido a que se trata de una respuesta general, la expresion

génica no puede asociarse con la biosintesis lipidica.
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Consideraciones finales

En general hubo una respuesta global en Chlorella protothecoides al
ser sometida a tres condiciones de crecimiento heterotréfico. Aunada a la
acumulacion lipidica, se desarrollaron cambios en tasa de crecimiento, en la
coloracion, la glucolisis, el ciclo de Krebs, la fosforilacion oxidativa, la
protedlisis y sobre todo en el flujo de -energl'a. Podemos afirmar que la fuente
de azucar provista a los cultivos heterétrofos ingresa a las células de C.
protothecoides con ayuda de transportadores (hexosa), se desdobla mediante
glucolisis, pasa por el ciclo de Krebs, genera electrones que van a la cadena
.transportadora y a produccion de ATP mediante fosforilacién oxidativa, a la par
que hay una actividad ribosomal aumentada, incremento en protedlisis y
remocion de aminodcidos degradados. Lo anterior conlleva a un aumento en
tasa de crecimiento (sobre todo en cultivo con glicerol) y de acumulacion de
lipidos (mayormente en cultivos con glucosa), pérdida de actividad fotosintética

(marcadamente en glucosa) y una incrementada generacion de energia.

El cultivo con la mayor induccion para la mayoria de los genes fué el
complementado con glicerol, excepto para 3 genes: a) gen de C. incerta que
codifica para una proteina asociada a microtibulos, mayormente expresado en
glucosa 20 mM, b) El gen de Physcomitrella patens que codifica para proteina

que inhibe la fotosintesis, que solo presenta induccién bajo la condicion de 5.5
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mM de glucosa y c) el gen de C. protothecoides que codifica para ubiquinona
putativa citocromo c¢ reductasa (gen dee10), que presentd una induccion similar
bajo las 3 condiciones heterotréficas. Por lo tanto, se puede asumir hay
selectividad en la expresion génica durante la condicién con glicerol. El mayor
cambio de tonalidad (palidecimiento) ocurrié en los cultivos con glucosa. El
crecimiento mas acelerado fué en el cultivo con glicerol. La mayor acumulacién
lipidica fué en el cultivo con glucosa 5.5 mM. Se considera que el cultivo
amarillo-verdoso con glicerol y poca acumulacion lipidica, presenté una tasa
fotosintética remanente y produjo gran cantidad de energia a través de la
glucdlisis y el ciclo de Krebs principalmente dirigida al crecimiento. Los cultivos
de tonalidad amarilla con glucosa y fotosintesis abatida, requerian menos
energia de la via glicolitica y del ciclo de los &cidos tricarboxilicos puesto que
desarrollaron una menor tasa de crecimiento pero una mayor acumulacion de

lipidos.

En cuanto a la fosforilacion oxidativa y transporte de electrones, al no
encontrarse diferencias significativas en la generaciéon de energia a partir de
ésta ruta, se puede suponer que ocurre en forma similar en las células crecidas

heterotroficamente.

En lo que respecta a biosintesis lipidica, se obtuvo un gen de

desaturasa, el cual presenté una induccion bastante marcada a partir de
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glucosa baja, alta y glicerol. Este fué el Unico gen que muestra relacion directa
con sintesis de lipidos, especificamente con la insaturacion de acidos grasos y
que pudiera indicar que tanto la concentracion como la fuente de azicar
suplementada a C. protothecoides en un cultivo heterétrofo afecta el grado de

instauracion de los acidos grasos.

Es importante considerar que el glicerol es un subproducto de la
produccién de biodiesel y que a pesar de que rindié la menor acumulacion de
lipidos, provoca un acelerado crecimiento de las células y permite a las mismas
mantener cierta fotosintesis remanente. Se sugiere experimentar con varias
concentraciones de glicerol y simultdneamente probar con subproductos
alternos de diferentes procesos industriales como coadyuvantes en la

acumulacion lipidica de Chlorella protothecoides.
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CONCLUSIONES

e Se corroboré el alto contenido lipidico en los cultivos heterdtrofos mediante
la tincion rojo nilo para lipidos neutros, presentando el mayor contenido (25
veces mas lipidos que en autotrofismo) el cultivo heterétrofo suplementado con

glucosa 5.5 mM.

e La mayoria de los genes mostraron su més alto nivel de expresion (desde 2
hasta 16 veces aumentado) en el cultivo heterétrofo suplementado con glicerol

20 mM, sin embargo éste no fué el cultivo con la mayor acumulacion de lipidos

e En general se presenta preferencia en el incremento de flujo de energia en el
metabolismo de C. protothecoides marcadamente en la condicion de glicerol,
que presento el crecimiento mas acelerado (2.6 veces mayor crecimiento que
en autotrofismo) y la menor acumulacion lipidica en heterotrofismo. Por lo tanto
la busqueda de genes potenciales para la sobreproduccion de lipidos no deben

estar dirigidos a este tipo de cultivo sino a los de glucosa

® Genes clave pueden estar regulados negativamente mientras C.
protothecoides acumula lipidos bajo condiciones de heterotrofismo. Por lo que

una combinacion de clonacién sustractiva delantera y reversa ofrecerfan un
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panorama mas adecuado de los mecanismos moleculares involucrados en la

acumulacion de lipidos.

e Se identificaron genes involucrados en varias rutas metabdlicas y funciones
celulares. Existe la posibilidad de que una regulaciéon metabdlica y cambios en
el flujo de energia ocurran preferentemente durante la acumulacién de lipidos y
el acelerado crecimiento de C. protothecoides. Un perfil metabdlico seria de
gran interés cientifico y ayudaria a la explotacion de ésta cepa a nivel industrial

para produccion de biodiesel
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APENDICE

1. Medio Proteosa (para un volumen total de 1 L con un pH ~6.8)
a) Preparar medio Bristol. Agregar cada uno de los componentes en el orden

especificado en 900 mL de agua desionizada, agitando continuamente

Concentracion
final

Componente  Cantidad Concentracion
de sin. stock

1 g’gg‘g;_g‘g)he’ 10mLL 10 g/400mL dH20 2.94 mM
2 CaCly2H,0 10mUL 1 g/400mL dH20 0.17 mM
3 MgSOs7H,0  10mLL 3 g/400mL dH20 0.3 mM
4 KHPO, 10mUL 3 g/400mL dH20 0.43 mM
5 KHPO, 10mUL 7 g/400mL dH20 1.29 mM
6  NaCl 10mUL 1 g/400mL dH20 0.43 mM

b) Afiadir 1 gramo de proteosa peptona (Difco) al medio Bristol

c) Agregar 6 mL/L de solucién de metales

d) Aforara 1L

“Para preparar medio sélido con 1.5% de agar afiadir 15 g de agar en el
matraz; no mezclar

e) Cubrir cuidadosamente y esterilizar en autoclave

f) Enfriar a temperatura ambiente y agregar 1 mL/L de solucién de vitaminas

‘f) Si es requerido, almacenar en refrigerador
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2. Solucién de metales para Medio Proteosa (para un volumen total de 1 L)
a) Agregar cada nutriente en el orden listado a continuacion a 950 mL de agua
desionizada. Nota: El Na,EDTA debe disolverse completamente antes de

anadir los otros componentes al medio

# Componente Cantidad Concentracién
final
1 Na;EDTA-2H,0 (Sigma ED255) 0.75 g/L 2mM
2 FeCly6H,0 (Sigma 1513) 0.097 g/L. 0.36 mM
3 MnCly4H,0 (J. T. Baker 2540) 0.041 g/L 0.21 mM
ZnCl, (Sigma Z-0152) 0.005 g/L. 0.037 mM
5 CoCly6H,0 (Sigma C-3169) 0.002 g/L 0.0084 mM
6 Na,MoO42H,0 (J.T. Baker 3764) 0.004 g/L. 0.017 mM

b) Aforara 1 L

¢) Almacenar a 4° C si es requerido

3. Solucién Stock de Vitaminas para Medio Proteosa
a) Disolver los componentes mencionados a continuacion en 900 mL de agua

desionizadada. ;

# Componente Cantidad
1 Vitamina B, (Tiamina-HCI) 200 myg
2 Viamina By, (cianocobalamina) 4mg

3 Biotina (vitamina H) 2mg

b) Aforara 1 L
c) Esterilizar por filtracion

d) Almacenar a 4°C



