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Resumen

La generacion de biodiesel a partir de organismos fotosintéticos como las
microalgas, se plantea como una opcion a futuro ante la necesidad de producir
energias sustentables que sustituyan el empleo de combustibles obtenidos a partir
de derivados fésiles. Debido a la alta tasa de crecimiento y de acumulacion lipidica
que presentan las microalgas, estos organismos son considerados como fuente
potencial en la obtencién de biodiesel de tercera y cuarta generacion. La microalga
oleaginosa Neochloris oleoabundans puede acumular hasta el 56% de su peso
seco en lipidos totales, ademas de presentar un perfil idoneo de acidos grasos al
ser adaptada y cultivada en agua de mar (35 UPS), por lo que se ha considerado
como modelo de estudio para la produccion de biodiesel. Recientemente se ha
empleado la ingenieria genética de microalgas para aumentar el rendimiento
lipidico a través de la modificacion de las vias metabdlicas asociadas a la
biosintesis de lipidos. En este trabajo, se evalud el efecto de la insercion del gen
transportador de lipidos (LTP) en la microalga N. oleoabundans mediante
transformacion con Agrobacterium tumefaciens, sobre el crecimiento, contenido de
lipidos totales, cuantificacion de acidos grasos, indice de yodo y estimacion del
numero de cetano (CN); en cultivos batch de 100 mL de la cepa silvestre en medio
dulceacuicola y marino, y de la cepa transformada en medio marino. Los
resultados se trataron estadisticamente con la prueba t-student (a=0.05). La
insercién del gen LTP aumentd significativamente el contenido total de lipidos
(36.5%) con respecto a la cepa silvestre en los medios dulceacuicola (10.5%) y
marino (16.4%). Se observo un incremento en el porcentaje de acidos grasos
monoinsaturados para la cepa transformada (29.6%) con respecto a la cepa
silvestre en los medios dulceacuicola (12.9%) y marino (21.9%) y una disminucion
de 2.2 veces de los acidos grasos poliinsaturados en la cepa transformada (9.5%)
con respecto a la cepa silvestre en medio dulceacuicola (25.6%), y 2.7 veces
menor en medio marino (20.7%). También se observd un aumento significativo de
C18:1w9 en la fraccion de lipidos neutros (NL) en la linea transformada (30.6%).
Para la caracterizacion del biodiesel se estimé un valor de nimero de cetano (CN)
de 53.4+0.5 y un valor promedio de 84.9 de indice de yodo para la cepa
transformada en medio marino, cumpliendo con ello los estandares de normas
internacionales.

Palabras clave: Biodiesel, Neochloris oleoabundans, Agrobacterium tumefaciens,
indice de yodo, niimero de cetano.
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Summary

Biodiesel production using photosynthetic organisms such as microalgae is
considered a future option due to the need to produce sustainable energies that
substitute the use of fossil derived fuels. Due to the high growth rate and lipid
accumulation, microalgae are considered a potential source in biodiesel production
of third and fourth generation. The oleaginous microalgae N. oleoabundans can
accumulate up to 56% of its dry weight in lipids and has an ideal lipid profile of fatty
acids when cultivated in marine medium (35 PSU), it's considered as study model
for biodiesel production. Recently, genetic engineering of microalgae for increased
lipid yield via modification of lipid metabolic pathways has been applied. In this
work, we evaluated the effect of Lipid Transfer Protein (LTP) gene insertion in N.
oleoabundans, using Agrobacterium tumefaciens transformation method, in growth
rate, total lipids, fatty acid profile, iodine index and cetane number estimation (CN)
in 100 mL batch cultures of wild strain in marine and freshwater medium, and
modified strain growth in marine medium. Results have been treated statistically
with t-student test (0=0.05). LTP gene insertion significantly increased total lipid
yield (35%) relative to the wild type strain in freshwater medium (10.5%) and
marine medium (16.4%). There was an increase in monounsaturated fatty acids in
modified strain (29.6%) relative to wild type strain in freshwater medium (12.9%)
and marine medium (21.9%). Also, a decrease 2.2 times of polyunsaturated fatty
acids in modified strain (9.5%) relative to wild strain in freshwater medium (25.6%)
and 2.7 times in marine medium (20.7%) was observed. There was an increase in
C18:1w9 in neutral lipids fraction for the modified strain (30.6%). For biodiesel
characterization, a cetane number (NC) value of 53.4 + 0.5 was estimated and an
average value of 84.9 iodine index was calculated for the transformed strain in
marine medium, complying with international standards.

Keywords: Biodiesel, Neochloris oleoabundans, Agrobacterium tumefaciens,
iodine index, cetane number.
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1. INTRODUCCION

La produccion de energias renovables es tema de debate global ya que el
agotamiento de los combustibles fésiles, el incremento del precio del petrdleo y el
aumento en los niveles de CO, en la atmédsfera, representan grandes
problematicas ambientales. Una alternativa energética prometedora es la
produccion de biodiesel. El biodiesel consiste de monoalquil-ésteres de alcoholes
de cadena corta, como etanol y metanol principalmente, con acidos grasos de
cadena larga, obtenidos a partir de biomasa renovable (Garibay-Hernandez,
2008). La primera generacion de biodiesel, producido a partir de cultivos vegetales
y principalmente semillas oleaginosas, compite por la tierra arable, agua potable y
la biodiversidad de paisajes naturales. Estas preocupaciones han aumentado el
interés en el desarrollo de biodiesel de segunda y tercera generacién empleando
organismos lingocelulésicos y fotosintéticos como las microalgas, los cuales
ofrecen grandes oportunidades a largo plazo y no compiten por la tierra arable y
agua potable. A la fecha, la obtenciéon de biodiesel a partir de microalgas no es
redituable pues se requiere 1 barril de petréleo de energia para obtener 1.5
barriles (comparando con derivados fosiles, que requiere un barril para obtener 10)
(Clarens et al., 2010). Por lo tanto, es necesario integrar al proceso de obtencién
de biodiesel, disefios de sistemas de produccion de ingenieria, asi como el
seleccionar y/o generar microalgas oleaginosas que incrementen la produccion de
lipidos y acidos grasos idoneos. La produccién de biodiesel de cuarta generacién
implica la manipulacién genética de organismos fotosintéticos para aumentar el
rendimiento lipidico de los mismos, mediante la modificacion de las vias del

metabolismo de los lipidos (LU et al., 2011; Schuhmann et al., 2012).

El biodiesel producido a partir de microalgas tiene varias ventajas, tales
como, el de reducir un 78% las emisiones de CO2, 98% las emisiones de sulfuro y

50% de la materia particulada que se emite después de la combustion, ademas de



que no se requiere modificaciones los motores de combustion que se utilizan
actualmente (Banerjee et al., 2016). Otras ventajas son: los cultivos de microalgas
son de 10 a 20 veces mas eficientes fotosintéticamente que los cultivos de
vegetales, se pueden emplear diferentes tipos de agua, como las residuales y
marina (Sharma et al., 2012). Dadas las caracteristicas anteriores, las microalgas

se han considerado como una fuente alternativa para la obtencién de biodiesel.

Entre la lista de microalgas que se consideran candidatas para obtener
biodiesel, resalta la especie dulceacuicola Neochloris oleoabundans. Dicha
microalga se adaptdé a medio con agua de mar (35 UPS) y llegé a acumular hasta

el 72.11% de su peso seco de lipidos neutros (Arredondo-Vega et al., 1995).

La investigacion actual sobre la produccion de biodiesel en microalgas se
ha enfocado en el aumento del rendimiento lipidico a partir de la manipulacién
genética de las vias metabdlicas asociadas a la biosintesis de lipidos. Algunas de
las estrategias que se han empleado en plantas y que se consideran
potencialmente exitosas para las microalgas son: modificacién de la secrecién de
lipidos al medio, sobreexpresion de enzimas involucradas en la biosintesis de
acidos grasos, aumento de la disponibilidad de moléculas precursoras como el
acetil-CoA, baja regulacién del catabolismo de acidos grasos por inhibicion de la B-
oxidacion o la hidrélisis de lipasas, alteracion de los perfiles de saturacion a través
de la introduccion o regulacién de enzimas desaturasas y la optimizacion del
tamano de las cadenas de acidos grasos con enzimas tioesterasas (Radakovits et
al., 2010; Yu et al., 2011; Rismani-Yazdi, et al., 2012; Chungjatupornchai vy
Watcharawipas, 2014). Los métodos generales como electroporacion, bombardeo
de particulas, agitacién de células suspendidas en presencia del DNA y perlas de
vidrio, transposones artificiales, virus y mas recientemente Agrobacterium
tumefaciens, han sido empleados para transformar un gran numero de microalgas

como las verdes y rojas, diatomeas y dinoflagelados (Tabatabaei et al., 2011).



Basado en lo anterior, el presente trabajo se enfocé en evaluar el efecto de
la transformacion de la microalga N. oleoabundans con el gen transportador de
lipidos (LTP) mediante el sistema de A. tumefaciens en la produccion de lipidos,
enfatizando en el perfil de acidos grasos y su potencial uso en la produccion de
biodiesel de cuarta generacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Biodiesel

En comparacion con el diésel de petrdleo, el biodiesel es una fuente de
energia renovable y biodegradable que produce menos emisiones nocivas de
CO,, sulfuros, hidrocarburos aromaticos y particulas de hollin durante su
combustion. Ademas, presenta propiedades lubricantes que reducen el desgaste
del motor, es un material seguro para su transporte y manejo debido a su baja
volatilidad y elevado punto de inflamacion (150 °C). Debido a las propiedades
fisicas de este biocombustible y a su contenido energético cercano al del diésel
fosil, su uso no requiere de modificaciones en el motor diésel convencional, por lo

que puede ser empleado en éste directamente (Garibay-Hernandez, 2008).

En el proceso de transesterificacién (Fig. 1) el biodiesel es producido por
una reaccion entre los acidos grasos (en forma de triacilglicérido) y un alcohol en
presencia de un catalizador, para obtener ésteres metilicos (biodiesel) y glicerol.
Dependiendo del tipo de catalizador, la reaccion puede ser homogénea,
heterogénea o in-situ. La catalisis homogénea puede ser basica (empleando KOH,
NaOH) o acida (empleando HCI, H,SOy4), siendo esta segunda la mas empleada
en microalgas (Lam y Lee, 2012). También se ha propuesto el uso de lipasas
como enzimas cataliticas en la reaccién de transesterificacion, donde se ha
observado una purificaciéon y separacion mas facil del biodiesel en comparacion
con los procesos quimicos. Sin embargo, este método resulta costoso debido al

precio elevado de las enzimas (Guldhe et al., 2015).

Las propiedades fisico quimicas del biodiesel estan altamente determinadas
por la estructura de las cadenas de triacilglicéridos (longitud de cadena, nivel de
saturacién y grado de ramificacion). Las caracteristicas mas importantes de

acuerdo a la ASTM (American Society for Testing and Materials) para biodiesel



estandar (ASTM D6751-09) son la calidad del encendido, propiedades de fluido en
frio y estabilidad oxidativa. Por ejemplo, el nivel de saturacion tiene un gran
impacto en la estabilidad del biocombustible, ya que las cadenas de acidos grasos
poliinsaturados son susceptibles a una mayor oxidacién y por lo tanto al deterioro
de las propiedades del mismo (Greenwell et al., 2010). La calidad del biodiesel
puede ser evaluada determinando parametros como: contenido de ésteres
metilicos, indice de yodo, numero de cetano, indice de acidez, contenido de agua,
viscosidad, entre otras. Las especificaciones se encuentran establecidas en la
norma Americana ASTM D 6751-02 y en la norma Europea EN 14214-03.

CH,-O-C-R, CH,0-C-R, CH,-OH
(”) 0 }
H

O ﬁ)

CH—()-C—)R: + 3CHOH ~— cyoCRr, +

CH-OH
C 0
I H

S 0-5-Rs CH;0-C-R, CH,-OH

Triacilglicérido Metanol Metil éster Glicerol

(biodiesel)

Figura 1. Reaccion de transesterificacion. Los lipidos (triacilglicéridos) reaccionan
con una cadena corta de alcohol (metanol) en presencia de un catalizador (acido o
basico) generando como subproducto glicerol.

El indice de yodo es definido como los gramos de yodo que pueden ser
fijados por 100 gramos de grasa. Es el reflejo del numero de insaturaciones
presentes en una estructura quimica, sin embargo, no proporciona informacién
sobre la localizacion de las mismas. Los métodos tradicionalmente usados para
determinar el indice de yodo son el método de Wijs y el de Hanus, siendo este
ultimo preferido por la facilidad para preparar el reactivo que lleva su nombre
(Reactivo Hanus: solucién de IBr en acido acético, pH = 2.4). El indice de yodo
puede ser determinado siguiendo el procedimiento descrito en la Norma Oficial

Mexicana NMX-F-408-1981. En el presente trabajo el indice de yodo se determiné



empleando una adaptacion a microescala de dicha Norma (Baeza, 2003), para
reducir los tiempos de determinacién y costos, pero sobre todo reducir el uso y
desecho de reactivos contaminantes; acorde con los preceptos de la quimica
sostenible. Las reacciones involucradas en el método de Hanus para la

determinacién del indice de yodo se muestran en la figura 2.

v CH;—CH=CH—CHp;v  + IBr ———> v\~ CH,—CHBr—CHI—CH,vv

Sutrato Reactivo
Hanus

IBr + K —— KBr + I,
l, + 2[S;05]%——> 2I + [S,0¢]2

Figura 2. Reacciones para la determinacién del indice de yodo por el método de
Hanus.

El numero de cetano (CN) es un indicador de la calidad del encendido, el
cual estd determinado por el perfil de acidos grasos. A mayor longitud de la
cadena, mayor nivel de saturacion y menor grado de ramificacién, se obtiene un
mayor valor en el nimero de cetano y por ende una mejor calidad en el biodiesel.
De acuerdo a la norma americana (ASTM D 6751) el valor del CN para que el
biodiesel sea considerado de buena calidad debe ser mayor o igual a 47, mientras
que la norma europea (EN 14214) especifica que éste debe ser mayor o igual a
51. El numero cetano puede ser estimado mediante la ecuacién desarrollada por

Bamgboye y Hanses (2008).

CN = 61.1 + 0.088(C14:0) + 0.133(C16:0) + 0.152(C18:0) — 0.101(C16:1) (1)
—0.039(C18:1) — 0.243(C18:2) — 0.395(C18:3)

2.2 Produccién de biodiesel en microalgas

El biodiesel producido a partir de la biomasa generada por microalgas

presenta ciertas ventajas, tales como una mayor produccion de lipidos en un



menor espacio (Tabla I), ausencia de efectos adversos en la agricultura tradicional
ya que no compiten por la tierra arable, pueden crecer en aguas residuales o
marinas, y en ambientes extremos (Tabatabaei et al., 2011). Sin embargo, aun
existen algunas barreras técnicas a superar para que las microalgas puedan ser
consideradas como una fuente econdmicamente viable para la produccion de
biodiesel tales como: el desarrollo de métodos de cosecha eficientes, reduccion de
la variacion en la productividad de biomasa a gran escala en cultivos en el
exterior, presencia de especies invasoras en estanques abiertos, limitacion en la
penetracidon de radiacion solar en cultivos densos de microalgas, entre otros
(Radakovits et al., 2010).

Tabla I. Comparacion de diferentes fuentes de biomasa para la produccion de
biodiesel.

Rendimiento  Area de

Cultvo 1 idico (Liha) cultivo (M ha)
Maiz 172 106
Soya 446 41
Canola 1,190 15.3
Jatropha 1,892 9.6
Microalga® 136,900 0.13
Microalga® 58,700 0.31

Notas: °70% de &cidos grasos en peso seco de biomasa; ®30% de &cidos grasos en peso seco de biomasa.

Los lipidos producidos por las microalgas generalmente incluyen lipidos
neutros, lipidos polares, ceras, esteroles e hidrocarburos, asi como derivados
prenilo como tocoferoles, carotenoides, terpenos, quininas, y derivados de pirroles
como la clorofila. Estos lipidos, producidos por las microalgas, se pueden agrupar
en dos categorias, lipidos de almacenamiento (lipidos no polares) y lipidos
estructurales (lipidos polares). Los lipidos de almacenamiento estan mayormente
en forma de triacilglicéridos (TAGs), constituidos principalmente de acidos grasos
saturados e insaturados, los cuales pueden ser transesterificados para producir
biodiesel. Los lipidos estructurales tienen tipicamente un alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs). De los lipidos no polares, los TAGs son

abundantes productos de almacenamiento, los cuales pueden ser catalizados



facilmente para proveer energia metabdlica (Sharma et al., 2012). La sintesis de
lipidos neutros en la forma de TAGs puede ser inducida en muchas especies, bajo
condiciones de estrés, y estos lipidos son precursores adecuados para la
produccion de biodiesel. El estrés por nutrientes, como la deficiencia total de
nitrogeno (Garibay-Hernandez et al., 2013) y/o fésforo, salinidad (Band et al.,
1992), irradiacion, fotoperiodo (Krzeminska et al., 2014) pH, temperatura, metales
pesados y otros han sido estudiados para inducir la produccién de lipidos en
microalgas (Barenjee et al., 2016). Sin embargo, el estrés mismo provoca una
disminuciéon en la actividad fotosintética que conlleva a una tasa de crecimiento
mas baja (Li et al., 2008).

Diversos estudios muestran una gran variedad de especies de microalgas
que presentan la habilidad de producir hasta un 77% de su peso seco en lipidos
(Tabla Il), lo que las vuelve como fuente potencial para la produccion de biodiesel
(Abishek et al., 2014).

Tabla Il. Especies de algas y microalgas y su contenido lipidico. (Modificado de
Abishek et al., 2014)

Contenido de lipidos

Cepa (% del peso seco)
Ankistrodesmus TR-87 28-40
Botryococcus braunii 29-75
Chlorella sp. 29
Chlorella protothecoides 15-55
Cyclotella DI-35 42
Dunaliella tertiolecta 36-42
Hanstzschia DI-160 66
Nannochloris 31
Nannochloropsis sp 31-68
Phaeodactylum tricornutum 31
Scenedesmus TR-84 45
Porphyra Red alga 9-59
Tetraselmis suecica 15-32
Diatoms Nualgi 21-31
Microalga Rich alga 20
Neochloris oleoabundans 35-54

Schizochytrium 50-77




N. oleoabundans es una microalga eucariota, edafica, aislada de las dunas
de Arabia Saudita por Chantanachat y Bold (1962) y presenta un alto contenido de
lipidos dependiendo de las condiciones de cultivo. Se ha reportado que puede
acumular desde 18 y 88.8% de su peso seco (Garibay-Hernandez et al., 2008).
Debido a su versatilidad metabdlica y al elevado contenido lipidico, esta microalga
esta clasificada dentro de las oleaginosas y se ha considerado candidato para la
produccion de biomasa rica en lipidos para la produccion de biocombustibles
como el biodiesel. Se ha observado que cambios en el pH, el estrés salino y la
deficiencia de nitrégeno tienen un efecto en el aumento del contenido lipidico, en
esta microalga. Particularmente la deficiencia de nitrégeno promueve altos
contenidos de triacilglicéridos (TAGs) que pueden constituir hasta un 80% del
contenido lipidico total con acidos grasos (FAs) saturados y monoinsaturados, con
cadenas de 14 a 20 carbonos (Tornabene et al., 1983). También se ha estudiado
el efecto de la deficiencia de nitrégeno (de 0 a 1 mM de nitrato) en su composicion
bioquimica, la cual se ve afectada por esta condicion de estrés al reducirse la
proliferacion celular, sin embargo la masa celular aumenta debido a la
acumulacion de lipidos (hasta un 55.9% de acidos grasos totales) y carbohidratos
en forma de almidén (Garibay-Hernandez, 2013). N. oleoabundans puede crecer
en agua dulce, agua residual y su crecimiento ha sido adaptado en cultivos en
agua marina donde se ha observado un aumento en la acumulaciéon de lipidos
neutros de 72.11% (Arredondo-Vega et al., 1995). También se ha estudiado la
osmoregulacion, la cual se observd que fue capaz de resistir un choque osmoético
al someterla a una concentracion de 0.6 M NaCl (Band et al., 1992). El efecto en el
aumento del pH (8.1 y 10.0) y concentracion de sal (420 mM) en N. oleoabundans
cultivada en medio dulceacuicola en deficiencia de nitrégeno provocé un aumento
el contenido de acidos grasos hasta en 35% en la biomasa seca (Santos et al.,
2014).
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2.3 Transformacion genética de microalgas

La producciéon de biodiesel de cuarta generacién implica el uso de técnicas
de DNA recombinante y otras técnicas de bioingenieria para modificar
directamente el metabolismo celular de la microalga mediante la introduccién,
delecién y/o modificacion de las redes metabdlicas, mejoramiento de la maquinaria
fotosintética, aumento en la biosintesis y reduccion del catabolismo de acidos
grasos Yy triacilglicéridos, inhibicidn de vias competitivas, entre otras, y crear o

potenciar asi la produccion de biodiesel (LU et al., 2011; Schumann et al., 2012).

Mas de 30 diferentes cepas de microalgas han sido transformadas
exitosamente a la fecha incluyendo clorofitas, heterocontofitas, diatomeas,
faeofitas, rodofitas, dinoflagelados y euglenoides, empleando diversas técnicas
como el bombardeo de particulas, perlas de vidrio, electroporacién, transposones
artificiales, virus, y transformaciéon mediada por Agrobacterium (Tabatabaei et al.,
2011).

La mayoria de los avances en este tema han sido en la transformacion de la
microalga Chlamydomonas reinhardtii que ha sido utilizado como organismo
modelo (Radakovits et al., 2010). En un estudio se realiz6 la modificacién de
genes del complejo de captacion de luz LHC (Light-Harvesting antenna
Complexes) mediante RNAIi para regular de manera negativa el sistema LHC,
observando un aumento en la eficiencia del cultivo celular en condiciones de alta
intensidad luminosa (Mussgnug et al., 2007). Otro estudio realizado en C.
reinhardtii implico la insercion mediante mutagénesis del gen tla1 relacionado en el
tamano de la antena del complejo LHC, con una disminucion en el tamafio de la
antena en los fotosistemas | y Il (Polle et al., 2003). Otros ejemplos de trabajos
realizados en C. reinhardtii han sido: a) la modificacion en la produccion de lipidos
mediante la represién de genes codificantes para la proteina mayor de la gota
lipidica (MLDP) mediante RNAI, obteniendo un aumento en el tamafo de la gota

lipidica (didametro 40% mayor) sin cambios en el contenido de triacilglicéridos o
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metabolismo de lipidos (Moellering y Benning, 2010); b) modificacién en los genes
de la ADP-glucosa pirofosforilasa para generar una cepa deficiente en la
produccion de almidon observandose un aumento de 30% en el contenido de los
cuerpos lipidicos, los cuales contenian 90% TAGs y 10% acidos grasos libres
(Wang et al., 2009); c) sobre expresion de diacilglicerol aciltransferasa tipo 2
(DGAT), en el cual no se obtuvieron cambios en el contenido de TAGs ni en los

perfiles de acidos grasos (La Russa et al., 2012).

Otros ejemplos se tienen en Chlorella pyrenoidosa donde se observo un
aumento en la tasa de crecimiento, proteinas y acidos grasos poliinsaturados en
una cepa deficiente en la produccion de almidon, acumulando 20.4% mas acidos
grasos poliinsaturados y 18% menos acidos grasos saturados en comparacion con
la cepa silvestre (Ramazanov y Ramazanov, 2006). En las diatomeas Cyclotella
cryptica y Navicula sapuvila se realiz6 la sobreexpresion de Acetil-CoA carboxilasa
(ACCasa) observando un aumento en la actividad de la enzima sin cambios en el
contenido de lipidos (Dunahay et al., 1996). En Parietochloris incisa se realizd
mutagénesis quimica en el gen de la enzima A-5 desaturasa, generando un
aumento en el contenido de acidos grasos de 39% en comparacion con la cepa
silvestre de 34% (Iskandarov et al., 2011). En Phaeodoactylum tricornutum la
introducciéon de un gen transportador de glucosa, propicid el cambio de
metabolismo autotréfico a heterotréfico (Zaslavskaia et al., 2001). También en esta
microalga la expresidn heteréloga de dos enzimas tioesterasas provoco el
aumento en la acumulacion de acidos grasos de cadena corta C12:0 en un 6.2%
del peso seco de los acidos grasos totales, y C14:0 hasta 15% (Radakovits et al.,
2011), asi como la sobreexpresion de diacilglicerol aciltransferasa tipo 2 (DGAT)
estimulando la produccion de gotas lipidicas y un aumento en el contenido de
lipidos neutros en un 35% con un aumento del 76.2% de acido eicosapentaenoico
(C20:5w3) (Niu et al., 2013).

En cuanto a la microalga N. oleoabundans se han reportado métodos

exitosos de transformacion empleando el sistema de A. tumefaciens, uno de ellos
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utilizando diferentes tiempos de co-cultivo y soportes para el mismo, diferentes
temperaturas e irradiacion, con una eficiencia de 30 colonias transformadas por
millon de células sembradas, de las cuales un 82% mantuvo el fenotipo de
transformacién durante al menos un ano (lkaran, 2011). Utilizando el método de
electroporaciéon se logré transformar N. oleoabundans obteniéndose una
estabilidad de transformacion de hasta 6 meses en ausencia de antibidtico de
seleccion (Chungjatupornchai et al.,, 2016). También se clond y se realizd la
caracterizacién funcional del cDNA que codifica para la enzima diacilglicerol
transferasa tipo 2 (DGAT) de N. oleoabundans y su transformacién en
Saccharomyces cerevisiae deficiente de DGAT obteniendo la restitucion de la
formacion de cuerpos lipidicos y sintesis de TAGs. Estas investigaciones muestran
que N. oleoabundans es un candidato para realizar la manipulacion genética y
favorecer el aumento en el contenido de TAGs y por ende, la produccion de

biodiesel (Chungjatupornchai y Watcharawipas, 2015).

2.4 Proteinas transportadoras de lipidos

Las proteinas transportadoras de lipidos (Lipid Transfer Protein) son proteinas
pequefas ( = 9 kDa) que presentan la habilidad de unirse y transferir lipidos in
vitro. Un gran numero de estas proteinas han sido localizadas en membrana
plasmatica, pared celular y en la cera cuticular en plantas, por lo que se les han
relacionado funciones con el transporte cuticular de lipidos en plantas. Ademas, se
ha observado su participacion en los procesos de adhesiéon del polen durante la
reproduccién y en la respuesta a estrés abidtico como bajas temperaturas, choque

térmico, sequia y salinidad (Hurlock et al., 2014).

El gen que codifica para esta proteina ha sido aislado y caracterizado a
partir de nopal y se ha evaluado la resistencia a estrés salino en A. thaliana en
donde mutantes para este gen mostraron una reduccién en el porcentaje de

germinacién (Rojas-Arzaluz, 2012). Este mismo gen se inserté en la microalga
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dulceacuicola Chlorella sorokiniana y se evalud la resistencia a estrés salino, en
donde se observd un aumento de hasta 1.6 veces el tamafo de la gota lipidica
(Cabada, 2014).
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3. PREGUNTA CIENTIFICA

¢La insercion del gen LTP en la microalga N. oleoabundans cultivada en
medio dulceacuicola y marino favorecera la produccién de &cidos grasos

saturados y monoinsaturados y repercutira en la calidad del biodiesel?

4. HIPOTESIS

Si la insercion del gen transportador de lipidos (LTP) favorece la produccién
de acidos grasos saturados y monoinsaturados en la microalga N. oleoabundans
cultivada en medio dulceacuicola y marino, entonces, aumentara el potencial para

ser utilizado en la produccion de biodiesel.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el potencial en la produccién de biodiesel de la microalga N.
oleoabundans cultivada en medio dulceacuicola y marino y transformada con el

gen transportador de lipidos LTP.

5.2 Objetivos particulares

1. Obtener cepas transformadas de N. oleoabundans con el gen transportador
de lipidos LTP.

2. Determinar la tasa de crecimiento y perfil de acidos grasos de la cepa
silvestre de N. oleoabundans cultivada en medio dulceacuicola y marino y

de la cepa transformada.

3. Caracterizar el biodiesel obtenido de la microalga N. oleoabundans
cultivada en medio dulceacuicola y marino para la cepa transformada y

silvestre.
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6. JUSTIFICACION

Con la presente investigacion se cubren 3 aspectos del conocimiento: 1)
Conocimiento en ciencia basica sobre el comportamiento en los perfiles lipidicos
de la microalga N. oleoabundans cultivada en medio dulceacuicola y marino. 2)
Conocimiento de la funcionalidad de la LTP en el metabolismo de lipidos en el
modelo microalga. 3) Evaluacion del potencial de una microalga transformada para
la produccion de biodiesel de cuarta generacion. Lo anterior contribuira en el area
de la biotecnologia aplicada para la generacion de opciones en la produccién de

biocombustibles (biodiesel).



17

7. MATERIAL Y METODOS

Organismo y condiciones de cultivo
La microalga N. oleoabundans fue adquirida en la UTEX (1185) y se

mantiene en el Cepario de CIBNOR en medio F/2 de Guillard y Ryhter (1962) a
20°C, fotoperiodo luz:oscuridad de 12:12h y una intensidad luminosa de 1.852

pumol m?s™,

7.1 Axenizacién y transformacién genética de N. oleoabundans con el gen
transportador de lipidos LTP

La transformacién de N. oleoabundans se realizé utilizando A. tumefaciens
GV2260 para lo cual fue necesario axenizar las microalgas antes de seguir el

protocolo de transformacion.

Para eliminar la carga bacteriana presente en cultivos de N. oleoabundans
en medio dulceacuicola (MD) y marino (MM), se realizaron cultivos en medio
liquido Nutrient Broth (NB) (Sigma-Aldrich: 70122-100G) y F/2 en tubos conicos
estériles de 50 mL en un volumen final de 20 mL adicionado con el antibi6tico
cefotaxima a una concentracion final de 250 mg L™. Los cultivos fueron inoculados
con 50 pyL de medio de cultivo de N. oleoabundans en medio dulceacuicola y
marino, cada uno a una dilucion 1:10000. Para ambos medios de cultivo se

realizaron ensayos por duplicado.

Ademas, se prepararon placas Petri con medio NB dulceacuicola y NB
marino en un volumen de 15 mL con una concentracién de agar de 1.2 %
adicionados con cefotaxima a una concentracién de 250 mg L. Los cultivos
fueron inoculados con 50 puL de medio de cultivo de N. oleoabundans en medio
dulceacuicola y marino respectivamente, a una dilucion 1:100, 1:10,000 y

1:1,000000, para ambos medios. También se realizaron inoculaciones por estria
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cruzada con la diluciéon 1:10,000 para ambas condiciones de cultivo en medio NB

adicionado con cefotaxima a una concentracién de 250 mg L™.

Todos los cultivos se incubaron a 28°C, fotoperiodo luz:oscuridad de 16:8h.
Para los cultivos liquidos se realiz6é agitacion manual cada 24h. Los cultivos fueron
resembrados cada dos semanas aproximadamente bajo las mismas condiciones
de cultivo hasta obtener cultivos libres de otros microorganismos (axénicos). Una
vez que se obtuvieron lineas axénicas, los cultivos liquidos se escalaron a
matraces de 250 mL con 100 mL de medio NB dulceacuicola y marino,
adicionados con cefotaxima (250 mg L™). Los cultivos en medio sélido tanto medio

dulce como medio marino se almacenaron en refrigeracién a 4°C.

7.1.2 Verificaciéon de inserto del gen LTP A. tumefaciens pMDC32:LTP

7.1.2.1 Activacion de A. tumefaciens pMDC32:123LTP y pMDC32:124LTP
Para confirmar la presencia del gen LTP en A. tumefaciens pMDC32:LTP,

se activaron las lineas celulares previamente transformadas A. tumefaciens
pMDC32:123LTP y A. tumefaciens pMDC32:124LTP. Para esto, se realizaron
cultivos en tubos de ensaye con 5 mL de medio LB (Sigma-Aldrich: L3022-250G),
adicionado con los antibiéticos kanamicina y rifampicina a una concentracion de
50 mg L cada uno, en los cuales fueron inoculados tres tubos con 10 uL de la
cepa de A. tumefaciens pMDC32:123LTP (A. tumefaciens PMDC32:123LTP A, By
C) y tres tubos con 10 uL de la cepa de A. tumefaciens pMDC32:124LTP (A.
tumefaciens PMDC32:124LTP A, By C).

7.1.2.2 Extraccion de DNA plasmidico de A. tumefaciens pMDC32:123LTP y A.
tumefaciens pMDC32:124LTP
La extraccion de DNA plasmidico se realizdé a partir de 1 mL de cultivo de

dos muestras de A. tumefaciens pMDC32:123LTP (A. tumefaciens
PMDC32:123LTP A y B) y dos muestras de A. tumefaciens pMDC32:124LTP (A.
tumefaciens PMDC32:123LTP A y B) empleando el kit de extraccion Purelink
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Quick plasmid Miniprep kit (Invitrogen: K210011). Se realizé una cuantificacion en
espectrofotometro (Thermo Scientific, NanoDrop ND-1000) y se observo el DNA
plasmido por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Phytotechnology Lab: A1050)

empleando como referencia DNA plasmidico de Escherichia coli pMDC32:LTP.

7.1.2.3 Confirmacion de insercién mediante PCR
Se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando las

muestras de DNA plasmidico de A. tumefaciens obtenidas previamente y primers
especificos para el gel LTP (Tabla Ill). La mezcla para la reaccion de PCR se
realizd empleando la enzima DNA polimerasa (Promega GoTaq Flexi DNA
Polymerase: M8295) en un volumen final de reaccién de 13.5 uL (Tabla 1V). El
programa para la reaccion de PCR se realizé en termociclador (Biorad, T100
Thermal Cycler), las temperaturas de amplificacion se muestran en la tabla V. Las
muestras de DNA de A. tumefaciens se analizaron sin diluir y a una concentracién
de 5 ng pL™". La presencia de bandas se visualizé mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, se analizaron como referencia DNA plasmidico de Escherichia
coli pMDC32:LTP, como control negativo se empled 1 uL de agua y como control
positivo DNA de Chlorella sorokiniana transformada con el gen LTP
(PMDC32:123LTP).

Tabla lll. Secuencias de oligonucledétidos utilizados en el estudio.

Oligonucleétido Secuencia (5’-3’) Tamarfo amplicén
(pb)

OpsLTP-F CAG AAT GGC TAGCTCAGC GGTT 364
OpsLTP-R CAT CTAGTT CAC CTT GGA GCA GTC

C58GIyA-F CCACCACCACGACGCACAAGTCT 493
C58GIyA-R TGC CGA GAC GGA CAC CCG AC

Univ F-1131 AAA CTY AAA GRA ATT GAC GG 498

Univ R-1629 GAC GGG CGG TGT GTR C

Nota: Bases degeneradas IUPAC: Y representa C o T; R representa Ao G.
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Tabla IV. Mezcla de reaccion de PCR para oligonucleétidos LTP.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer 25

H,O MiliQ 5.7
MgCl; 2
Oligonucleétido 5’ (20 mM) 0.5
Oligonucleétido 3’ (20 mM) 0.5
dNTP’s 0.25
Taq polimerasa 0.0625
DNA 1

Tabla V. Condiciones de PCR para oligonucleétidos LTP.

Temperatura Tiempo Ciclos

94°C 5 min

94°C 1 min

58°C 30 seg 35
72°C 40 seg
72.2°C 7 min

25°C 0

7.1.3 Transformacion genética de N. oleoabundans mediante A. tumefaciens
La transformacién genética de la microalga N. oleoabundans se realiz6 a

partir de in6culos de dos dias de cultivo en medio NB dulceacuicola (MD) y NB
marino (MM) los cuales fueron adicionados con acetosiringona (150 uyM), con y sin
acido morfolino etanosulfénico (MES) para cada condicion de cultivo (MD y MM),
en un volumen de 25 mL, ajustando el pH a 5.8. Estos fueron cultivados durante
72 h a 28°C, con fotoperiodo luz:oscuridad de 16:8h. Posteriormente, se realizo el
recuento celular en camara de Neubauer y se ajustaron los indculos a 50x10° cel

mL™.

Al mismo tiempo se realizé la activacion de cepas de A. tumefaciens
pMDC32:123LTP, la cual contiene el inserto con el gen LTP, para lo cual fueron
cultivadas en 5 mL de medio LB adicionado con Kanamicina (50 mg L") y
rifampicina (50 mg L) y cultivadas durante 72h bajo las condiciones de cultivo

previamente mencionadas. Posteriormente, los cultivos de A. tumefaciens
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pMDC32:123LTP se concentraron, se determind su densidad y se ajustdé a una
DOeoo =0.1.

7.1.3.1 Ensayo de resistencia a antibiético
Debido a que la cepa de A. tumefaciens a emplear para el ensayo de

transformacién (A. tumefaciens pMDC32:123LTP) contiene un plasmido de
transformacién en cuya construccidn se encuentra un marcador de seleccion de
colonias transformadas mediado por el antibiético higromicina, se realizaron
ensayos de resistencia a dicho antibidtico para determinar la concentracion letal
en N. oleoabundans. Se realizaron cultivos en placa Petri con medio NB
adicionado con 0 y 100 mg L de higromicina y una concentracion celular de
1x10° cel mL" se empled como control positivo placas Petri inoculadas con la
microalga C. sorokiniana en medio NB adicionado con 200 mg L™ de higromicina,
concentracion previamente determinada como letal para esta microalga. Las
placas fueron cultivadas a una temperatura de 28°C, con un fotoperiodo
luz:oscuridad de 16:8h.

7.1.3.2 Condiciones de co-cultivo de N. oleoabundans con A. tumefaciens
Para el co-cultivo se agregd un volumen de 500 pL (DOeoo = 0.1) de la

suspension bacteriana a 1 mL de cultivo de microalga (50x10° cel mL™") que
posteriormente fue concentrado mediante centrifugacién y se removieron 500 uL
del sobrenadante para tener una suspension de co-cultivo en 1 mL. El volumen del
co-cultivo se coloco en filtros de papel Whatman el cual se utilizé como soporte del
co-cultivo y estos filtros fueron colocados en placas Petri (3 filtros por placa)
adicionadas con medio NB dulceacuicola y marino, con y sin MES. Las placas se
cultivaron durante 3 dias bajo las condiciones de cultivo previamente
mencionadas. Una vez transcurrido el tiempo del co-cultivo, se removieron los
filtros de las placas y se realizaron lavados empleando 15 mL de medio NB
adicionado con cefotaxima (250 mg mL™). La suspensién recuperada se concentrd

y se determin6 el numero de células por recuento en camara de Neubauer. La
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densidad se ajustd a una concentracion de 0.5x10° cel mL™". La suspension

recuperada de los filtros se almacend a 4°C.

7.1.4 Seleccién de colonias transformadas
A partir del concentrado celular recuperado de los filtros del co-cultivo (tres

filtros por medio de cultivo) se inocularon placas Petri con medio NB dulce
acuicola y marino adicionado con cefotaxima (250 mg L) e higromicina (100 mg
L") a una concentracién de 0.5x10° cel mL™. Las placas fueron cultivadas a 28°C,
fotoperiodo luz:oscuridad de 16:8h hasta la aparicion de crecimiento microalgal.
Como control se realizo la siembra en placas sin antibiético para cada uno de los

concentrados.

Una vez que se presentd crecimiento microalgal, se seleccionaron las
colonias y se aislaron en placas Petri cuadriculadas con medio NB dulceacuicola y
marino adicionado con cefotaxima (250 mg L™) e higromicina (100 mg L") y en
placas individuales para cada colonia aislada. Todas las placas se cultivaron en
las condiciones mencionadas previamente hasta la aparicion de crecimiento

microalgal.

A partir de estas muestras se tomaron indculos para cultivar a 3 mL de
medio NB dulceacuicola y marino en tubos de vidrio de 10 mL. Los tubos fueron

cultivados bajo las condiciones mencionadas previamente.

7.1.4.1 Extraccion de DNA a partir de las colonias aisladas
Una vez que se obtuvo crecimiento microalgal en medio liquido a partir de

las colonias aisladas se realizé una extraccion de DNA por el método de CTAB,
para lo cual se tomaron 1.5 mL de medio de cultivo y se concentraron mediante
centrifugacion a 2,400 x g, 4°C (Thermo Scienfitic, HERAEUS Pico 17), durante 5
minutos desechando el sobrenadante, al pellet formado se anadieron 700 pL de
buffer de lisis CTAB 2X y nuevamente se centrifugaron las muestras a 2,400 x g,

4°C, durante 2 minutos. Posteriormente, se maceraron las células empleando un
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pistilo y se incubaron las muestras a 65°C durante 30 minutos, en bafio maria.
Para la purificacion del DNA se anadieron 600 uL de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y se homogenizaron las muestras por inversion vigorosa. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 9,600 x g, 4°C, durante 10 minutos y se recuperoé
la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo. A continuacion, se agregaron 500 uL
de isopropanol, se mezclaron las muestras por inversién y se dejaron incubar
durante toda la noche a -20°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion las
muestras fueron centrifugadas a 16,200 x g, 4°C, durante 15 minutos, se decanté
el sobrenadante y se afiadi® 1 mL de etanol al 70%, nuevamente las muestras
fueron centrifugadas a 13,000 rpm, 4°C, durante 15 minutos, se decant6 el
sobrenadante y se evaporé el etanol. Las muestras fueron re suspendidas en 30

ML de agua miliQ estéril. Se realizé una cuantificacién por NanoDrop.

7.1.4.2 Confirmacién mediante PCR empleando oligonucledétidos universales
Primeramente se realizé6 un ensayo de PCR empleando las muestras de

DNA previamente obtenidas y oligonucledtidos especificos para secuencias
universales de organismos eucariotas UnivF-1131 y UnivR-1629 (Tabla Ill). La
mezcla de reaccion se realizd bajo las mismas determinaciones que se muestran
en la tabla IV, mientras que las condiciones del ensayo de PCR se muestran en la
Tabla VI. Se emplearon como controles positivos muestras de DNA de N.
oleoabudans en medio marino sin transformar y DNA de C. sorokiniana sin
transformar y como control negativo agua. Las muestras obtenidas del ensayo se

observaron en electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Tabla VI. Condiciones de PCR para oligonucleétidos universales.

Temperatura Tiempo Ciclos

95°C 5 min

95°C 30 seg

50°C 30 seg 34
72°C 2 min

72°C 5 min

25°C o0
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7.1.4.3 Confirmacién de insercion por PCR empleando oligonucleétidos
especificos para LTP
Para la confirmacién de la insercién del gen LTP se realizé un ensayo de

PCR empleando las muestras de DNA previamente obtenidas y los
oligonucledtidos especificos para amplificar la secuencia del gen LTP OpsLTP-F y
OpsLTP-R (Tabla Ill). La mezcla para la reaccién de PCR fue la misma que se
muestra en la Tabla IV asi como el programa de reaccion que se muestra en la
Tabla V. Se empleé6 como control positivo DNA de A. tumefaciens
pMDC32:LTP123 y como control negativo agua. Las muestras obtenidas del

ensayo se observaron en electroforesis en gel de agarosa al 1%.

7.1.4.4 Confirmacién de insercion por PCR empleando oligonucleétidos
especificos para Agrobacterium
Para descartar amplificaciones de falsos positivos que pudieran estar

siendo detectados debido a la presencia de DNA proveniente de Agrobacterium
que no haya sido eliminado en los lavados con cefotaxima, se realizaron ensayos
de PCR empleando los oligonucledtidos especificos C58GIyA-F y C58GIyA-R
(Tabla 1) los cuales son empleados para la deteccion de la cepa de A.
tumefaciens GV2260 la cual fue empleada en el ensayo de transformacion. La
mezcla de reaccion empleada se muestra en la tabla VII, el volumen final de
reaccion fue de 25 uL. Las condiciones de reaccion se muestran en la tabla VIII.
Se emple6é como control positivo DNA de A. tumefaciens pMDC32:LTP123 y como
control negativo agua. Las muestras obtenidas del ensayo se observaron en gel

de electroforesis.
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Tabla VII. Mezcla de reaccion de PCR para oligonucleétidos Agrobacterium.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer 5

H,O MiliQ 9.2
MgCl; 2
Oligonucleétido 5’ (20 mM) 2.5
Oligonucleétido 3’ (20 mM) 2.5
dNTP’s 2

Taq polimerasa 0.3
DNA 2

Tabla VIIl. Condiciones de PCR para oligonucleétidos Agrobacterium.

Temperatura Tiempo Ciclos

94 °C 3 min

94 °C 20 seg

61 °C 20 seg 35
72 °C 30 seg

72 °C 5 min

25 °C oo

7.2 Tasa de crecimiento y perfil de acidos grasos de N. oleoabundans

La tasa de crecimiento se determiné a partir de las curvas de crecimiento
realizadas por recuento celular en camara de Neubauer. Para el analisis del perfil
de acidos grasos previamente se extrajeron y cuantificaron los lipidos totales y a
partir de éstos, se cuantificaron los acidos grasos. La separacién de las fracciones
lipidicas en lipidos neutros, polares y fosfolipidos, se partié de los lipidos totales
extraidos y se separaron en columnas de silica. Las fracciones se concentraron
con nitrégenos gaseoso para proceder a la extraccion de acidos grasos. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y la biomasa obtenida por liofilizacion, se
utilizé para la cuantificacion de los lipidos y acidos grasos. Todos los resultados se

expresaron en porcentaje con respecto al peso seco.
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7.2.1 Determinacién de la concentracion celular y curva de crecimiento
A partir de los cultivos de la cepa silvestre en medio dulceacuicola (NEO

WT MD) y marino (NEO WT MM), asi como la linea celular transformada en medio
marino (NEO LTP MM) se realizaron cultivos por triplicado en un volumen de 450
mL utilizando el fertilizante agricola Bayfolan (BAYER), debido a que la linea
transformada no presentd crecimiento en el medio NB empleado anteriormente.
Los cultivos fueron mantenidos a 28°C, fotoperiodo luz:oscuridad de 16:8h y
aireacion constante proporcionada por bombas de pecera. Para la curva de
crecimiento se tomaron muestras cada 24 h durante 6 dias para los cultivos de la
cepa silvestre, mientras que para la linea transformada se tomaron muestras hasta
el dia 7. En ambos casos, se determin6é el crecimiento celular mediante el
recuento diario en camara de Neubauer. La tasa de crecimiento se calcul6 de

acuerdo a la ecuacion definida por Guillard (1973).
Tasa de crecimiento.
u=InX1-mnX2/T2-T1 (2)

Donde:
x: concentracion de la biomasa (cel mL™)

t: tiempo en dias

7.2.2 Extraccion y determinacion de lipidos totales y perfil de acidos grasos de N.
oleoabundans
Para la extraccion de lipidos totales se utilizé el protocolo propuesto por

Bligh y Dyer (1959). A partir de 5 mg de biomasa liofilizada (Labconco, Free zone
1) de la cepa silvestre y transformada se realizé la extraccion agregando 3 mL de
la mezcla de CHCI3:CH3OH:H,0 (1:2:06) y 5 uL de BHT (1 mg L™ en CHCls)
preparada a una concentracion de 1 mg L en CHCls. La mezcla se sonico 20
minutos en bano de agua con hielo. Posteriormente las muestras se incubaron a
4°C protegidos de la luz durante 36 h para asegurar la extraccion completa de

lipidos. Transcurrido el tiempo se sonicé (VWR Ultrasonic Cleaner, 97043-984)
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nuevamente en frio durante 15 minutos, se agregdé 1 mL de CHCI; y 1.2 mL de
agua destilada y se centrifugd a 2,215 x g durante 15 minutos a 10°C (Beckman,
Coulter Allegra 21 R). El extracto cloroformo: lipidos se recuperd con pipeta

Pasteur y se coloco en un tubo nuevo.

Para la cuantificacion de lipidos totales se utilizd el método de calcinaciéon
de Marsh y Weinstein (1966). A partir de los lipidos totales extraidos se tomé una
alicuota (calculada con base en la concentracion media de la curva de calibracion)
y se concentré a sequedad con nitrégeno gaseoso. Posteriormente, se anadié 2
mL de H,SO,4 concentrado, se selld el tubo con papel aluminio y se cerrd con la
tapa. La mezcla se calenté a 200°C por 15 minutos (Terlab, TE-H35D). Pasado el
tiempo se sacaron las muestras y se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente,
después se colocaron en un bafio con agua con hielo por 5 minutos. Enfriada la
muestra, se agregdé 3 mL de agua destilada y se mezcl6é con vortex, verificando
que la mezcla quedara homogénea y sin residuos de materia organica. Las
muestras se leyeron en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 375 nm
(Thermo Scientific, Spectronic 20 Genesys). El equipo se calibré con un blanco de
H>SO4 que se traté de igual manera que las muestras. Previamente se realizé la
curva de calibracion utilizando tripalmitina como estandar en un rango de
concentracion de 30 a 180 mg mL™". De la curva de calibracién se obtuvo la
ecuacion en donde la pendiente (m) de la curva corresponde al factor de
correccion que se utilizé en los calculos. Los datos se expresaron en % con
respecto al peso seco. La determinaciéon de lipidos totales se basa en la
formacion de una mezcla monofasica de cloroformo, metanol y agua
(CHCI3:CH30H:H20) con la que se asegura la extraccion de la mayoria de los

lipidos incluyendo aquellos que se encuentran ligados a otras moléculas.

7.2.3 Extraccion y determinacion de acidos grasos
Para la extraccion y cuantificacion de acidos grasos es necesario preparar

derivados no reactivos de éstos, es decir, metil-ésteres. Los acidos grasos se
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extrajeron utilizando una mezcla de solventes con acido clorhidrico y se
transformaron por una reaccién de transesterificacion a metil-ésteres, en la cual un
mol de triglicérido es desplazado por tres moles de otro alcohol (metanol) en

condiciones acidas (Sato y Murata, 1988).

A partir de los lipidos extraidos anteriormente, colocados en un tubo de
tapdén de rosca, se sometieron a la reaccidén de metandlisis (o derivatizacion) en el
cual se adicion6 2.5 mL de la mezcla de HCI:CH3;OH (5% v/v) a 85°C por 2.5h.
Pasado el tiempo, se sacaron las muestras, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Los metil-ésteres obtenidos de la reaccion, se extrajeron con 1.5 mL de
hexano (grado HPLC) con ayuda de una pipeta Pasteur limpia, se tomoé la fase
superior y se colocé en otro tubo. La mezcla se lavoé una segunda vez con 1.5 mL
de hexano (grado HPLC), nuevamente se separo la fase superior y se coloco en el
tubo anterior. Con el fin de eliminar humedad del extracto de acidos grasos-metil
esterificados, a la muestra se le agrega una pisca de NaSO,4 anhidro. Se inyectd
manualmente un volumen conocido de cada muestra en el equipo de
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GCMS) (HP, 1800B GCD
System).

Para la separacion y cuantificacion de los acidos grasos en el GCMS se
utilizé una columna capilar OMEGAWAX 250 (SUPELCO, OMEGAWAX 250)
cuyas dimensiones son: 30 m longitud x 0.25 mm diametro externo x 0.25 pm
didmetro interno. Las condiciones del GCMS fueron: volumen de inyeccion: 1 a 5
WL, gas portador: He (pureza 99.997%), flujo de He en la columna: 0.9 mL min™,
inyeccion sin division (splitless), temperatura del inyector: 250°C, temperatura del
detector: 260°C.

El programa del GCMS fue: temperatura inicial del horno 110°C durante 3
minutos, incremento de 30°C min™' hasta 165°C, se mantiene a esa temperatura 2
minutos y posteriormente se incrementa 2.2°C min™" hasta 209°C. Se mantuvo esa

temperatura 35 minutos. El método de adquisicion de espectros de masas es:
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retardo del solvente: 4.5 minutos, rango de masas: 45-450 unidades de masa
atémica (uma), tiempo entre barridos 0.5 minutos. La identificacién de cada acido
graso se realiz6 comparando los tiempos de retencion de los acidos grasos de la
curva de calibracidon y se corrobor6 mediante identificacion de los iones
caracteristicos de los espectros de masa de cada grupo de acidos grasos. La
cuantificacion se realizé considerando la pendiente (factor de correccion) de cada
uno de los acidos grasos de la curva de calibracién previamente hecha (realizada
con una mezcla de 37 acidos grasos metilados), en donde el area de cada pico del
acido graso es directamente proporcional a la concentracion de ese acido graso.
Para la identificacion de los acidos grasos se utilizd el programa WSEARCH2005
liberado gratuitamente por la Universidad de Australia como apoyo a los
estudiantes. Los resultados se expresaron como pg mg' de acido graso con

respecto al peso seco.

7.2.4 Separacion y cuantificacion de acidos grasos en fracciones lipidicas
Para la separacion de las diferentes fracciones lipidicas tanto de la cepa

silvestre como de la linea transformada, se partid del extracto lipidico total
obtenida anteriormente. Primero, se prepararon micro columnas con pipetas
Pasteur nuevas las cuales se empaquetaron con silica gel. Segundo, las columnas
se activaron de la siguiente manera: 4.5 h en la mufla a 490°C, 1h en el horno a
60°C vy finalmente 30 min en el desecador (NALGENE). Tercero, las columnas se
colocaron en un soporte, y se lavaron de la siguiente manera: 6 mL de CH;0H y 6
mL de CHCI; y 3 mL de la mezcla de CHCI;:CH30H:HCOOH (98:1:0.5). Los
residuos de cada lavado, se colectaron en un tubo para desechar. Una vez
lavadas las columnas, se inicié la separacion de las diferentes fracciones de
lipidos: neutros (NL), fosfolipidos o polares (PL) y galactolipidos o lipidos polares

afines a la acetona (AMPL).

De los extractos totales de los lipidos totales obtenidos anteriormente de

cada muestra, se tomaron 0.5 mL que se concentraron a sequedad con nitrégeno



30

gaseoso, y posteriormente se resuspendieron en 0.5 mL de CHCIs. Este volumen
de muestra se colocd en las columnas para separar las fracciones de lipidos. Para
la obtencion de NL la muestra en la columna se separ6 al agregarle 8 mL de la
mezcla de CHCI3:CH3;0OH:HCOOH (98:1:0.5). La fraccion NL se colectd en un tubo
de vidrio limpio con tapén de rosca. Para la obtencién de AMPL se colectd en otro
tubo limpio. En este paso, la columna se lavéo con 3 mL de CHCI; y 6 mL de
CH3;OH. Los residuos de los lavados, se colocaron en un tubo para desechar.
Finalmente para la fraccion PL se utilizé 9 mL de la mezcla CHCI;: CH30OH (5:4),
que fue recuperada en otro tubo de vidrio. Todas las fracciones se realizaron por
triplicado. Un paso importante fue evitar el secado de la columna en cada

separacion de fracciones.

Las fracciones obtenidas (NL, PL, AMPL) se concentraron con nitrégeno
gaseoso y se derivatizaron de acuerdo al protocolo mencionado anteriormente
(7.2.3). Las fracciones metiladas se inyectaron en el GCMS y una vez obtenido el
cromatograma, se identificaron los acidos grasos utilizando el programa
WSEARCH2005.

7.3. Caracterizacion del biodiesel

Para la caracterizacion del biodiesel, producido mediante transesterificacion
acida, a partir del aceite obtenido de los cultivos de N. oleoabundans, se realizo la
estimacion del numero de cetano (CN) y se calculé el indice de yodo para
determinar la calidad del biodiesel producido, ademas se realizé un analisis de

resonancia magnética para verificar la estructura del biodiesel generado.

7.3.1 Numero de cetano (CN)
Para la estimacion del numero de cetano (CN) se empled la ecuaciéon (1) a

partir del promedio del porcentaje de acidos grasos determinado previamente en el

punto 7.2.3 para cada linea celular evaluada. La ecuacion implica la proporcion de
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acidos grasos saturados C14:0, C16:0 y C18:0, acidos grasos monoinsaturados
C16:1 y C18:1 y acidos grasos poliinsaturados C18:2 y C18:3. La ecuacion fue
desarrollada por Bamgboye y Hanses (2008) a partir de ecuaciones de regresion
para la predicciéon del numero de cetano del biodiesel de aceites vegetales, es
capaz de predecir con un 88% de exactitud el CN. En nuestros resultados,
consideramos esta ecuacién para estimar el CN del biodiesel de la cepa silvestre y
transformada de N. oleoabundans, ya que dicha cepa presenta el perfil de acidos
grasos semejante al de los aceites vegetales que los autores utilizaron para definir

la ecuacion.

7.3.2 Transesterificacion acida
A partir de la biomasa liofilizada tanto de la cepa silvestre como

transformada, se realizd la reaccidén de transesterificacion del aceite de la
microalga. Para ello se colocé la biomasa liofilizada en un matraz bola de fondo
redondo de 50 mL y se agregaron 12 mL de disolucién 5% de HCI:CH3;OH y se
sonicd durante 45 minutos en bano con hielo. Posteriormente se calentd la
muestra a reflujo, a 80°C en un bafio de aceite de silicén durante 3h con agitacién
magnética moderada, y una vez transcurrido el tiempo se dejé6 enfriar a
temperatura ambiente. En esta etapa se observo la formacion de dos fases, una
liquida y la biomasa contenida al fondo del matraz. Para la extraccion se tomo la
fase liquida la cual esta formada por la fase organica (biodiesel) y la fase acuosa
(agua, trazas del catalizador, glicerina). El biodiesel fue extraido de la fase
organica empleando hexano, para lo cual primeramente se separé la fase liquida
por decantacién y se colocé en una probeta de 25 mL a la cual se agregaron entre
4-7 mL de hexano y se agitd moderadamente para lavar y extraer el biodiesel. La
fase organica (hexano-biodiesel) se coloco en un vaso de precipitado previamente
pesado y el biodiesel se obtuvo por evaporacion del hexano. Para calcular el
rendimiento por el método gravimétrico se peso el vaso de precipitado con el

biodiesel y se resto el peso del vaso vacio.
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7.3.2.1 Andlisis de resonancia magnética
Para determinar que durante la transesterificacion acida el aceite de N.

oleoabundans haya reaccionado completamente y se hubiera obtenido biodiesel,
es decir que los triésteres se transformaron por completo en ésteres metilicos, se
realizd un andlisis de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno 'H-RMN
(Varian spectrometer Inova Unit 300) para soélo una de las muestras de biodiesel
generada. Esta técnica permite identificar los distintos tipos de atomos de
hidrogeno presentes en una molécula, registrandose una sefal diferente para
cada atomo de hidrégeno con un entorno quimico diferente. Las diferentes sefales
se muestran en un espectro con distinto desplazamiento, en partes por millon
(ppm). La intensidad de las sefales (tamano: alto y ancho) es representativa de la

cantidad de atomos de hidrégeno equivalentes.

La muestra NEO MD WT se corrié con una radiofrecuencia de 300 MHz.
Previamente la muestra se preparé disolviendo 30+10 mg de biodiesel en
cloroformo deuterado (CDCl3) y se colocé en un tubo especial para RMN. Para el

analisis se empled tetrametril silano como referencia interna (CH4Si, 6 = 0.00

ppm).

7.3.3 Determinacién de indice de yodo
Para la determinaciéon del indice de yodo por el método Hanus, en un

matraz erlenmeyer de 25 mL se pesaron los mg de la muestra a analizar y se
resuspendieron en 1 mL de cloroformo. El matraz se envolvié en aluminio y se
agregaron 1.5 mL del reactivo Hanus y se dejo reposar durante 1h con agitacion
magnética. Posteriormente se agregaron 1.5 mL de solucién de yoduro de potasio
KIOs; (15% p/v) vy 1 mL de agua desionizada fria (previamente hervida).
Finalmente, se agregdé con bureta una solucion estandarizada de tiosulfato de
sodio (Na;S203), hasta que el color rojo de la disolucién cambié a amarillo palido.
Una vez que ocurrid el cambio de coloracién se agregaron dos gotas de solucién
indicadora de almidén lo que provoco el cambio a color azul intenso. Se continud

adicionando Na;S,03; hasta que la disolucion se volvié incolora. Se tomé registro
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del volumen total de Na,S,03; gastado y se realizaron los calculos para determinar

la concentracion (ecuacién 3).

Determinacion de indice de yodo.
Indice de yodo = (A-B) (N) 12.69 / M (3)

Donde:

A: mL de Na,S,03; empleados en la titulacion del blanco.

B: mL de Na,S,03; empleados en la titulacion de la muestra.
M: gr de muestra.

N: Normalidad de la soluciéon de Na;S,0s.

Para la estandarizacion de la disolucion de Na;S,0O; se secaron
previamente 20 g de KIO; a 180°C durante 1h y se pesaron aproximadamente
0.15 g de KIO; por triplicado y se les agregaron 25 mL de agua destilada, 15 mL
de Kl (15% m/v) y 1 mL de HCI 6M. Con una bureta de 50 mL se adicioné la
disolucién de Na,;S,03 hasta que el color rojo de la disolucién cambi6é a amarillo
palido. Una vez que ocurrié el cambio de coloracién se agregaron dos gotas de
solucién indicadora de almidén lo que provoco el cambio a color azul intenso. Se
continud adicionando Na;S,03; hasta que la disolucidn se volvio incolora. Se tomé
registro del volumen total de Na,S,03 gastado y se realizaron los calculos para
determinar la concentracion. La concentracion de NaxS;03 se determind
empleando yodato de potasio (KIO3) como patrén primario, y se calculd

empleando la ecuacion 4; considerando las siguientes reacciones:
05 + 51"+ 6H* < 31,° + 3H,0

LY + 2S,0,2% < 21" + S,067
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Concentracion de tiosulfato de sodio.

N1V1 = N2V2 (4)

Donde:

N+ = Normalidad de KlO3 [equivalentes/Litro]
V1= Volumen de disolucion de KIO3 (mL)

N2 = Normalidad de Na,S,0; [equivalentes/Litro]

V>, = Volumen adicionado de Na,;S,03 (mL)

También se realizé la valoracion de un blanco para determinar la cantidad
de yodo inicial, proveniente del reactivo Hanus. Para lo cual en un matraz se
adicionaron 1.5 mL de reactivo Hanus, 1 mL de cloroformo y 1.5 mL de solucién
de KIO; (15% p/v) y 1 mL de agua desionizada hervida (fria), se realizo la

titulacion siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Debido a la cantidad de biomasa obtenida a partir de los cultivos de las
diferentes lineas celulares los andlisis de indice de yodo se realizaron por
duplicado para la linea celular NEO LTP MM y NEO WT MM, mientras que para la
linea NEO WT MD solamente se pudo realizar una sola determinacion de este
parametro. Ademas se realizaron los analisis por duplicado de indice de yodo para

la linea no transformada en medio marino cultivada medio F/2 (NEO WT MM F/2).
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8. RESULTADOS

8.1 Cefotaxima para la axenizacion de cultivos de N. oleoabundans

Una vez que se obtuvieron lineas axénicas tanto en medio sélido como en
medio liquido (Fig. 3) se tomaron muestras en tubos eppendorf de 2 mL de los
cultivos en medio F/2 y NB dulceacuicola y marino y se observaron con
microscopio O6ptico en objetivo 40X para verificar la ausencia de otros
microorganismos (Fig. 4), comparando muestras de cultivos en medio F/2
dulceacuicola y marino los cuales no habian sido sometidos al tratamiento con
cefotaxima (cfx). Los cultivos sin el tratamiento con el antibiético (Fig. 3 a y d)
presentaron una alta carga bacteriana, mientras que en los cultivos tratados con

cefotaxima solamente se observé crecimiento microalgal (Fig. 3 b, ¢, e y f).

Figura 3. Cultivos axénicos de N. oleoabundans en medio sdélido y liquido. a)
cultivo en medio sélido NB MD. b) cultivo en medio liquido NB MD (100 mL). c)
cultivo en medio liquido F/2 MD (100 mL). d) cultivo en medio sélido NB MM. e)
cultivo en medio liquido NB MM (100 mL). f) cultivo en medio liquido F/2 MM (100
mL).
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Figura 4. Axenizacién de cultivos de N. oleoabundans en medio F/2 y NB
dulceacuicola (MD) y marino (MM). a) cultivo en medio F/2 MD sin cfx. b) cultivo
en medio F/2 MD con cfx (250 mg L™"). ¢) cultivo en medio NB MD con cfx (250 mg
L. d? cultivo en medio F/2 MM sin cfx. e) cultivo en medio F/2 MM con cfx (250

mg L ™). f) cultivo en medio NB MM con cfx (250 mg L™"). Las flechas indican la
presencia de microorganismos no algales (bacterias).

8.2 Confirmacion de las construcciones A. tumefaciens pMDC32:123LTP y
pMDC32:124LTP

Las muestras de DNA plasmidico obtenidas a partir de los cultivos de A.
tumefaciens fueron cuantificadas en NanoDrop obteniéndose valores entre 27 y
38.9 ng pL™ (Tabla IX). En el gel de agarosa se pueden observar las bandas
correspondientes a las cuatro muestras de A. tumefaciens analizadas (Fig. 5,

carriles 6 a 9).
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Tabla IX. Cuantificacién por Nanodrop de las muestras de DNA obtenidas a partir
de los cultivos A. tumefaciens.

Muestra Concentracién (ng uL™)

A. tumefaciens pMDC32:123LTP A 314

A. tumefaciens pMDC32:123LTP B 27.0

A. tumefaciens pMDC32:124LTP A 33.6

A. tumefaciens pMDC32:124LTP B 38.9

1 2 3 4 5 6 7 8 9
.
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Figura 5. Gel de electroforesis para verificacion de inserto en Agrobacterium
tumefaciens pMDC32:123LTP y pMDC32:124LTP. 1: Marcador de peso molecular
1 Kb Plus DNA ladder; 2: E. coli pMDC32:LTP A; 3: E. coli pMDC32.LTP B; 4: E.
coli pMDC32.LTP C; 5. E. coli pMDC32.LTP D; 6: A. tumefaciens
pMDC32:123LTP A; 7: A. tumefaciens pMDC32:123LTP B; 8: A. tumefaciens
pMDC32:124LTP A; 9: A. tumefaciens pMDC32:124LTP B.

Para la confirmaciéon de la insercion del gen LTP mediante PCR en las
muestras de A. tumefaciens a emplear para la posterior transformacion en N.
oleoabundans se confirmd con la presencia de bandas en gel de agarosa
obteniéndose amplificacion para las muestras de A. tumefaciens pMDC32:123LTP
A, pMDC32:123LTP A 5 ng uL™ (Fig. 6, carriles 3 y 6, respectivamente), mientras
que para las muestras de A. tumefaciens pMDC32:124LTP Ay pMDC32:124LTP
A5 ng uL™ (Fig. 6 carriles 4 y 7, respectivamente) no se observé amplificacién para
el gen LTP por lo que para los posteriores ensayos de transformacién se decidid
emplear la linea pMDC32:123LTP A. En cuanto a los controles, no se observd

amplificacion en el control negativo (agua) mientras que en el control positivo
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empleando DNA de C. sorokiniana transformada con LTP se observd amplificacion

correspondiente al gen LTP (Fig. 6, carriles 8 y 9, respectivamente).

12,000—>

Figura 6. Gel de electroforesis de PCR con los oligonucleétidos especificos para
el gen LTP. 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder; 2: E. coli
pMDC32.LTP; 3: A. tumefaciens pMDC32:123LTP A; 4: A. tumefaciens
pMDC32:124LTP A; 5: E. coli pMDC32.LTP A; 6: A. tumefaciens pMDC32:123LTP
A (5 ng uyL™"); 7: A. tumefaciens pMDC32:124LTP A (5 ng uL™"); 8: control negativo
(agua); 9: Control positivo (A. tumefaciens pMDC32:123LTP)

8.3 Resistencia de N. oleoabundans al antibiético higromicina

En el ensayo para la evaluacion de la resistencia a higromicina a dos
concentraciones diferentes (0 y 100 mg L) e inoculados a una concentracion
celular de 1x10° cel mL™" observamos lo siguiente: Las muestras en triplicado de
N. oleoabundans disminuyeron el crecimiento microalgal (Fig. 7, a) pero no
desaparecieron completamente. A diferencia de lo observado en las placas
inoculadas con C. sorokiniana en donde no se observa crecimiento y es indicativo
de una dosis letal (Fig. 7, b) indicando una posible resistencia al antibiético por
parte de la microalga N. oleoabundans. Los posteriores ensayos de
transformacioén se realizaron empleando una concentracién de higromicina de 100

mg L.
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Figura 7. Ensayo de resistencia a higromicina para N. oleoabundans. a) Ensayo
empleando higromicina en N. oleocabundans; b) Ensayo empleando higromicina en
C. sorokiniana.

8.4 Transformacion de N. oleoabundans mediada por Agrobacterium

De la transformacion se obtuvieron un total de 12 concentrados de los filtros
del co-cultivo, tres en medio dulce acuicola adicionado con MES (MD MES" filtro
1, 2 y 3), tres en medio dulce acuicola sin MES (MD MES  filtro 1, 2 y 3), tres en
medio marino adicionado con MES (MM MES® filtro 1, 2 y 3) y tres en medio
marino sin MES (MM MES filtro 1, 2 y 3). A partir de estos 12 concentrados del
co-cultivo se inocularon placas Petri en los medios correspondientes en medio NB
con antibiético y sin antibiético, las cuales presentaron crecimiento abundante
bacteriano en ausencia de antibiéticos (Fig. 8, derecha), y abundante crecimiento
microalgal en presencia de los antibiéticos (Fig. 8, izquierda), la densidad celular
de las colonias fue muy alta por lo que impidi6 realizar conteo de colonias. No se
observo diferencia en la concentracién celular en las placas adicionadas con MES
y sin MES.
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Figura 8. Placas inoculadas con el concentrado recuperado de los filtros del co-
cultivo. Derecha: placa Petri en medio NB dulceacuicola sin antibiético inoculada
con el concentrado del filtro 1 MD MES™ donde se observa abundante crecimiento
bacteriano. lzquierda: placa Petri en medio NB dulceacuicola con cefotaxima (150
mg L™) e higromicina (100 mg L) inoculada con el concentrado del filtro 1 MD
MES" se observa abundante crecimiento microalgal.

A partir de los cultivos inoculados con el concentrado del filtro 1 en medio
NB con antibiéticos se seleccionaron 20 colonias por medio de cultivo (10 de
medio dulce acuicola MES™ filtro 1, 10 de medio dulce acuicola MES filtro 1, 10 de
medio marino MES” filtro 1 y 10 de medio marino MES™ filtro 1) estas fueron
aisladas en placas Petri cuadriculadas y numeradas en los medios
correspondientes. Una vez que hubo crecimiento cada colonia aislada fue
resembrada en una placa Petri individual en su medio correspondiente. Se
observo crecimiento tanto en las placas Petri cuadriculadas como en las placas
individuales para cada uno de los medios. A partir de las 20 colonias aisladas de
cada medio de cultivo que sirvieron como inéculo para los cultivos en 3 mL de
medio NB se observd crecimiento en todas las colonias aislada en medio marino,
excepto la colonia numero 5 (Fig. 9), mientras que en las colonias aisladas
provenientes de medio dulceacuicola no se observé crecimiento microalgal por lo
que los ensayos posteriores de confirmacién de insercibn no pudieron ser

realizados.
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Figura 9. Colonias aisladas en 3 mL de medio liquido NB. 1: colonia aislada
numero 4 en medio marino. 2: colonia aislada numero 5 en medio medino
(ausencia de crecimiento); 3: colonia aislada numero 6; 4: colonia aislada numero

7.

8.5 Confirmacion de la insercion del gen LTP en N. oleoabundans

Se realizd extraccion de DNA de las muestras de 3 mL en medio marino

para un total de 19 muestras, 9 en medio marino sin MES (MM MES’) y 10 en

medio marino adicionado con MES (MM MES®). La cuantificacién por NanoDrop

se observa en la tabla X, obteniéndose valores entre 59.9'y 152.1 ng pL™.

Tabla X. Cuantificacién por Nanodrop del DNA obtenido a partir de las colonias

aisladas.
Muestra Concentracién Muestra Concentracién
(ng uL™) (ng uL™)
MM MES™ 1 59.9 MM MES™ 1 95.9
MM MES™ 2 83.1 MM MES* 2 76.9
MM MES" 3 94.2 MM MES* 3 129.3
MM MES™ 4 125.3 MM MES" 4 93.6
MM MES" 6 101.6 MM MES* 5 116.6
MM MES" 7 115.3 MM MES* 6 130.6
MM MES" 8 100.8 MM MES* 7 122.2
MM MES™ 9 152.1 MM MES* 8 114.6
MM MES™ 1 102.4 MM MES* 9 89.1
MM MES* 10 111.5
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Para determinar la insercidn del gen LTP en N. oleoabundans se realizaron
tres ensayos de PCR con diferentes oligonucleétidos: 1) oligonucledtidos
universales para identificar especies eucariotas, 2) oligonucleétidos para detectar
la cepa de A. tumefaciens GV2260 empleada en la transformacién y 3)

oligonucledtidos especificos para la secuencia del gen LTP.

En el ensayo de PCR realizado empleando los oligonucleétidos universales
para eucariotas UnivF-1131 y UnivR-1629 (Troedsson et al., 2008) los cuales
amplifican una secuencia de 498 pb (Tabla Ill), se observé amplificacién para
todas las muestras analizadas al detectarse una banda cercana a los 500 pb (Fig.
10 A). Para el ensayo empleando oligonucleétidos especificos para el gen LTP, los
cuales amplifican una secuencia de 364 pb (Tabla Ill), se observé amplificacion
para todas las muestras analizadas (Fig. 10 B). Para el ensayo de PCR realizado
empleando los oligonucleétidos especificos para detectar la cepa GV2260 de
Agrobacterium CS58GIlyA-F/R (Deeba et al., 2014) los cuales amplifican una
secuencia de 423 pb (Tabla Ill), se observa en el gel de electroforesis realizado
amplificacion para las muestras analizadas excepto la muestra de medio marino
MES™ 8 (Fig. 10 C, carril 9). Se selecciono la transformante del carril 9 para los
siguientes experimentos por ser la clona que contiene el gen de LTP sin

contaminacién con Agrobacterium.
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Figura 10. Geles de electroforesis para la identificacion de transformacién de N.
oleoabundans. a) amplificacidén con primers universales, carril 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA ladder; carril 2-10: muestras de DNA de N.
oleoabundans MM MES™ 1 a 9. b) amplificacién con primers con primers paralLTP,
carril 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder; carril 2-10: muestras
de DNA de N. oleoabundans MM MES® 1 a 9. c¢) amplificacion con primers para
Agrobacterium, carril 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder; carril
2-10: muestras de DNA de N. oleoabundans MM MES™ 1 a 9.

8.6 Curva de crecimiento

A partir del recuento celular, se graficaron y se obtuvieron las curvas de
crecimiento para cada tipo de cultivo (silvestre y transformada). Para los cultivos
de la linea silvestre en medio dulce acuicola (NEO WT MD) se observé un
aumento en el numero de células entre los dias 2 y 3 de cultivo, que continua
hasta llegar a un maximo al dia 4 de aproximadamente 1.8x10° cel mL™, a partir

de este dia comienza a bajar el numero de células, tendencia que se observd
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hasta el dia 6 (Fig. 11). Con los datos del numero de células con respecto al
tiempo se calculd la tasa de crecimiento (u) de 0.30 d' y se consideré el dia 4

como el tiempo idéneo para cosechar la biomasa total de los cultivos.

20
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0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

Figura 11. Curva de crecimiento para N. oleoabundans linea silvestre en medio
dulceacuicola. Cada punto representa el valor promedio de réplicas
independientes, las barras de dispersion indican desviacion estandar.

En la curva de crecimiento para la linea silvestre en medio marino (NEO WT
MM) (Fig. 12) se observa un aumento en el numero de células entre los dias 2y 3
de cultivo, que continua hasta llegar a un maximo al dia 5 (1.7 x10° cel mL™"), a
partir de este dia se observd una disminucién en el numero de células. Con los
datos del numero de células con respecto al tiempo, se calculd la tasa de
crecimiento de 0.26 d”', y se considerd el dia 4 como el tiempo idéneo para

cosechar la biomasa total de los cultivos.
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Figura 12. Curva de crecimiento para la linea silvestre de N. oleoabundans en
medio marino. Cada punto representa el valor promedio de réplicas
independientes, las barras de dispersion indican desviacion estandar.

En los cultivos de la linea transformada con el gen LTP en medio marino
(NEO LTP MM), la curva de crecimiento presenté un aumento de la concentracién
celular entre los dias 3 y 4 de cultivo, seguido por un descenso en el dia 5 para
volver a aumentar hasta el dia 6 con un maximo de 1.2 x10° cel mL™" (Fig. 13). A
partir de este dia se observd una disminucion en el numero de células con
respecto al tiempo. Con los datos del numero de células con respecto al tiempo se
calculd la tasa de crecimiento de 0.07 d”' y se considerd el dia 6 como el idéneo

para cosechar la biomasa total de los cultivos.
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Figura 13. Curva de crecimiento para N. oleoabundans transformada con el gen
LTP en medio marino. Cada punto representa el valor promedio de réplicas
independientes, las barras de dispersion indican desviacion estandar.

8.7 Extraccion y determinacion de lipidos totales

Para la linea transformada en medio marino (NEO LTP MM) se obtuvo un
valor de lipidos totales de 36.5% del peso seco, observandose un aumento
significativo (p<0.001) respecto a las lineas silvestres tanto en medio marino (NEO
WT MM) como dulceacuicola (NEO WT MD) para las cuales se obtuvieron 16.4%
y 10.5% respectivamente (Fig. 14).



47

w w N = o
=] @ (=) o =]
o

Lipidos totales (%PS)
n n
o (&)
o

15

NEO LTP MM NEOC WT MM NEO WT MD

Figura 14. Contenido de lipidos totales en N. oleoabundans transformada con el
gen LTP en medio marino, silvestre en medio marino y silvestre en medio dulce
acuicola. Los valores estan expresados en porcentaje con respecto al peso seco
(%). NEO LTP MM: N. oleoabundans en medio marino transformada con el gen
LTP. NEO WT MM: N. oleoabundans en medio marino silvestre. NEO WT MD: N.
oleoabundans en medio dulceacuicola silvestre. Las barras representan intervalo
de confianza. Letras diferentes indican diferencias significativas a<0.05 (F de
Fisher).

8.8 Extraccion y cuantificacion de acidos grasos

Para los acidos grasos saturados se obtuvieron porcentajes de 31.3, 289 y
31.1 del peso seco para la linea transformada con el gen LTP (NEO LTP MM),
silvestre en medio marino (NEO WT MM) y silvestre en medio dulceacuicola (NEO
WT MD), respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre las
tres condiciones de cultivo (Fig. 18). En particular, el acido palmitico (C16:0)
presento la mayor abundancia en los tres tipos de cultivo con porcentajes de 26.5,
254 y 28.3 del peso seco para NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD,
respectivamente, observandose diferencias significativas (p = 0.049) entre las

lineas silvestres en medio marino y dulceacuicola, sin embargo, no se observd
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diferencia significativa respecto a la linea transformada. También se identificaron
en las tres condiciones de cultivo, pero en menor porcentaje el &cido
tetradecanoico (C14:0) y octadecanoico (C18:0) (Tabla X).

Para los 4&cidos grasos monoinsaturados se observaron %
significativamente mayores (p<0.001) en los cultivos de la linea transformada con
respecto a las lineas silvestres, con porcentajes de 30.3, 22.3 y 13.3 del peso
seco, para los cultivos NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD,
respectivamente (Fig. 15). Particularmente el acido cis-9-octadecenoico (C18:1w9)
fue el que se encontr6 en mayor proporcidon en los cultivos de la linea
transformada (29.1% peso seco), mientras que para los cultivos de las lineas
silvestres (MM y MD) se obtuvieron 7.7 y 9.0% peso seco, respectivamente. Otros
acidos grasos identificados pero que se encontraron en las tres lineas de cultivo
pero en menor % fueron el acido 7-hexadecaenocico (C16:1w9, C16:1w7,
C16:1w5) y 11-octadecenoico (C18:1w7) (Tabla X).

En el caso de los acidos grasos biinsaturados se observd un aumento
significativo (p=0.010) en la linea transformada con respecto a la linea silvestre
MM. Para NEO LTP MM y NEO WT MM se obtuvieron 28.4 y 21.9% del peso
seco, respectivamente. Se obtuvo un aumento en el porcentaje de acidos grasos
biinsaturados en los cultivos de la linea silvestre MD (33.7% peso seco) sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas respecto a la linea
transformada (Fig. 15). En el caso del acido 9,12-octadecadienoico (18:2w6) se
encontraron valores altos en las tres lineas de cultivo, observando mayor
porentaje en la linea silvestre MD (32.2% peso seco) con respecto a la linea
transformada (30% peso seco), y en la silvestre en medio marino (20.9% peso
seco). También se encontré en menor % en las tres lineas de cultivo el &cido 9,12-
hexadecadienoico (16:2w6) (Tabla Xl).

Para el caso de los &cidos grasos poliinsaturados se observd una

disminucién altamente significativa (p<0.001) en los cultivos de la linea
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transformada NEO LTP MM (9.8% peso seco) con respecto a los cultivos
silvestres en NEO WT MM (26.2% peso seco) y NEO WT MD (21.4% peso seco)
(Fig. 15). Los dos acidos grasos 8,11,14-hexadecatrienoico (C16:3w3) y 9,12,15-
octadecatrienoico (C18:3w3) presentaron una disminucién significativa en los
cultivos de la linea transformada respecto a los cultivos de la linea silvestre. En el
caso del C16:3w3 se obtuvo 0.9, 5.1 y 3.2% del peso seco para NEO LTP MM,
NEO WT MM y NEO WT MD, respectivamente; mientras que para el C18:3w3 fue
de 8.1, 21.2 y 18.3% de peso seco, para NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT

MD, respectivamente (Tabla Xl).
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Figura 15. Grupos de acidos grasos en N. oleoabundans transformada con el gen
LTP en MM, silvestre en MM y MD. Los valores estan expresados en porcentaje
con respecto al peso seco. NEO LTP MM: N. oleoabundans en medio marino
transformada con el gen LTP. NEO WT MM: N. oleoabundans en medio marino
silvestre. NEO WT MD: N. oleoabundans en medio dulceacuicola silvestre. Las
barras representan intervalo de confianza. Letras diferentes indican diferencias
significativas a<0.05 (F de Fisher).
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Tabla Xl. Perfil de acidos grasos de N. oleoabundans transformada con el gen
LTP, silvestre MM y MD.

AG NEO LTP MM NEO WT MM NEO WT MD F (2,6) P

14:0 1.0£1.1%° 1.9+0.6° 1.2+0.3° 45  0.065
16:0 26.5+3.7% 25.4+0.4° 28.3+2.8° 52  0.049
18:0 2.4+0.5° 1.6+1.1° 1.6+1.2° 47  0.059
YAGS 31.3+4.6° 28.9+0.72 31.1+3.9° 25  0.159
16:1w9 0.2+0.3° 0.4+0.22 0.3+0.12° 4.03 0.078
16:1w7 0.1+2.6° 2.9+0.9° 0.8+0.4° 10.5 0.011
16:1w5 0.1+0.2° 1.0%0.2° 1.0%0.42 43.3 <0.001
18:1w9 29.1+6.72 7.7+4.1° 9.0+3.1° 92.33 <0.001
18:1w7 1.5¢1.9° 10.36.22 2.241.4° 28.7  0.001
SAGM 30.3+1.8° 22.3+8.4° 13.3+5.5° 38.7 <0.001
16:2w6 0.03+0.1°¢ 1.0£0.2° 1.5+0.8? 48.1 <0.001
18:2w6 30.0+5.2° 20.9+8.8° 32.2+7.6° 11.1  0.010
SAGB 28.4+5.22 21.949.0° 33.7+8.4° 10.8  0.010
16:3w3 0.9+1.1° 5.1+0.12 3.2+0.9° 92.1 <0.001
18:3w3 8.1+1.1° 21.2+4.5° 18.3+1.9° 98.2 <0.001
SAGP 9.8+2.2° 26.2+4.62 214422 128.1 <0.001
i14:0 ND 0.3+0.32 0.2+0.32 10.2  0.012
15:0 0.04+0.2° 0.2+0.12 0.1+0.12 0.9 0.454
17:0 0.1+0.1° 0.1+0.02° 0.1+0.12° 45  0.065
SAGb 0.2+0.3° 0.6+0.32 0.5+0.4° 9.0 0.016
AG (ug/mg) 107.5%125.7%  34.2+16.8° 20.7+3.9b 75  0.023
AG %PS 10.7+£12.7° 3.4+1.7° 2.1+0.4° 75  0.023

Notas: Los valores son el promedio de réplicas independientes. > AGS acidos grasos saturados. Y AGM acidos
grasos monoinsaturados. Y AGB acidos grasos biinsaturados. Y AGP acidos grasos poliinsaturados. > AGb
acidos grasos asociados a bacterias. AG acidos grasos * intervalo de confianza. Letras diferentes en
superindice indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher). ND no detectado.

8.9 Determinacion de acidos grasos en fracciones lipidicas

Dado que la transformacién de N. oleoabundans con el gen LTP favorecio
la disminucion de los acidos grasos poliinsaturados, se procedié a la separacién
de las diferentes fracciones lipidicas con el fin de sugerir a que nivel de la célula
pudiera estar involucrado el gen insertado. De esta manera se cuantificé el perfil
de acidos grasos en las fracciones NL (Lipidos neutros, de reserva), AMPL

(Galactolipidos o lipidos polares afines a la acetona, membrana tilacoidal) y PL
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(Lipidos polares o fosfolipidos, membrana celular) para cada una de las

condiciones de cultivo.

Fraccion NL: se observé una disminucion significativa (p = 0.009) para los
acidos grasos saturados en la linea transformada vy silvestre MM respecto a los
cultivos de la linea silvestre MD, obteniéndose valores de 27.7, 34.5 y 48.0 % del
peso seco para NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD, respectivamente
(Fig. 16). Se encontré en mayor porcentaje para las tres lineas de cultivo el acido
palmitico (C16:0 entre 23.0% y 35.6% para la linea transformada y silvestre MD,

respectivamente (Tabla XIlI).

En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados se observé un aumento
significativo (p = 0.001) para NEO LTP MM con 33.1% del peso seco en
comparacién con las lineas silvestres MM (23.4% peso seco) y MD (20.7% peso
seco) (Fig. 16). Particularmente el aumento se observé en el acido cis-9-
octadecenoico con 30.6% para NEO LTP MM, 17.8% para NEO WT MM y 18.6%
para NEO WT MD (Tabla XII)

En los &acidos grasos biinsaturados no se observaron diferencias
significativas entre los cultivos de la linea transformada y la linea silvestre MM y en
MD (Fig. 16).

En cuanto a los acidos grasos poliinsaturados se observéd una disminucion
significativa (p = 0.005) entre la linea NEO LTP MM y NEO WT MD con 6.5% vy
3.0% del peso seco, respectivamente. Con NEO WT MM no se encontré diferencia
significativa con respecto a NEO LTP MM (Fig. 16). ElI acido 9,12,15-
octadecatrienoico (C18:3w3) con 6.1%, 5.6% y 2.9% del peso seco para NEO LTP
MM, NEO WT MM y NEO WT MD, respectivamente (Tabla XIlI).
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Figura 16. Grupos de &acidos grasos de la fraccion NL de N. oleoabundans
transformada con el gen LTP en MM, silvestre MM y MD. Los valores estan
expresados en porcentaje con respecto al peso seco. NEO LTP MM: N.
oleoabundans en medio marino transformada con el gen LTP. NEO WT MM: N.
oleoabundans en medio marino silvestre. NEO WT MD: N. oleoabundans en
medio dulceacuicola silvestre. Las barras representan intervalo de confianza.
Letras diferentes indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher).

Fraccion AMPL: se obtuvo un aumento (34% peso seco) significativo (p =
0.001) en lalinea NEO LTP MM en los acidos grasos saturados con respecto a las
lineas silvestres NEO WT MM y NEO WT MD con 23.4% y 23.5% del peso seco,
respectivamente (Fig. 17). El aumento de AMPL se debi6 al incremento del acido
palmitico (C16:0) en la linea transformada (27.9% peso seco) con respecto a la
linea silvestre MM (19.7% peso seco) y MD (19.4% peso seco) (Tabla XIlII).

En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados se observé una
disminucién significativa (<0.001) en el porcentaje en la linea NEO LTP MM
respecto a la linea NEO WT MM, con 6.3% y 12.0%, respectivamente. No se
encontré diferencia significativa entre la linea transformada y la linea silvestre MD

para la cual se obtuvo 5.0% del peso seco (Fig. 17).
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Tabla XIl. Perfil de acidos grasos de la fraccion NL de N. oleoabundans
transformada con el gen LTP, linea silvestre MM y MD.

AG NEOLTPMM NEOWTMM NEOWTMD F(26) P

14:0 1.3+1.0° 3.8+0.3? 1.3+1.3° 12.6  0.007
16:0 23.0+2.3° 25.3+4.4° 35.6+5.22 16.2 0.004
18:0 3.4+0.6° 5.4+4.7° 11.1£3.52 10.6  0.011
YAGS 27.7+2.7° 34.5+8.9° 48.0+9.52 11.3  0.009
16:1w9 0.2+0.3? 0.2+0.42 0.3+0.12 1.4  0.308
16:1w7 0.8+3.0° 1.2+1.82 0.8+0.4? 0.2 0.836
16:1w5 0.1+0.02° 0.1+0.1%° 0.2+0.12 39 0.082
18:1w9 30.6+4.32 17.8+7.1° 18.6+1.8° 34.0 0.001
18:1w7 1.4+1.7° 4.2+3.92 0.8+0.5° 94 0.014
SAGM 33.1+1.12 23.4+7.7° 20.7+2.4° 27.0 0.001
16:2W6 0.1£0.1° 0.1+0.12 0.1+0.022 6.1 0.035
18:2W6 32.3+4.4% 35.5+8.72 27 .4+5.8° 36 0.095
YAGB 32.3+4.4% 35.6+8.62 27.5+5.9° 36 0.095
16:3w3 0.3+0.2° 0.2+0.3% 0.1£0.1° 43 0.069
18:3w3 6.1+1.0° 5.6+0.6° 2.9+1.4° 15.5 0.004
SAGP 6.5+1.12 5.8+1.0° 3.0+1.5° 15.0 0.005
15:0 0.2+0.3° 0.3+0.2%° 0.4+0.2° 36 0.095
17:0 0.1£0.2° 0.3+0.2° 0.4+0.12 7.6 0.023
SAGb 0.3+0.5° 0.6+0.3%° 0.8+0.2° 57 0.041
AG (ug/mg) 1.5+2.7° 0.30.2%° 0.1+0.1° 4.4  0.067
AG %PS 0.2+0.3? 0.03+0.02%° 0.1£0.01° 44 0.067

Notas: Los valores son el promedio de réplicas independientes. > AGS acidos grasos saturados. Y AGM acidos
grasos monoinsaturados. Y AGB acidos grasos biinsaturados. Y AGP acidos grasos poliinsaturados. > AGb
acidos grasos asociados a bacterias. AG acidos grasos * intervalo de confianza. Letras diferentes en
superindice indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher).

También para los acidos grasos biinsaturados se observé una disminucion
significatica (p = 0.001) en la linea transformada con respecto a la linea silvestre,
obteniéndose 6.0%, 13.3% y 23.2% para NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT
MD, respectivamente (Fig. 17). Se obtuvo un mayor % del &acido 9,12-
octadecadienoico (C18:2w6) para los cultivos NEO LTP MM (5%), NEO WT MM
(10.4%) y NEO WT MD (17%), con respecto al peso seco (Tabla XIlII).

Los acidos grasos poliinsaturados tanto en la linea transformada como
silvestre (MM y MD) presentaron un porcentaje elevado: 53.4, 51.0 y 48.0

respectivamente (Fig. 17). El acido 9,12,15-octadecatriencico (C18:3w3) se
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encontrdé en mayor porcentaje en las tres lineas: NEO LTP MM (36.9%), NEO WT
MM (37.3%) y NEO WT MD (34.9%) con respecto al peso seco (Tabla XIlII).
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Figura 17. Grupos de acidos grasos para la fraccion AMPL de N. oleoabundans
transformada con el gen LTP en MM, silvestre MM y MD. Los valores estan
expresados en porcentaje con respecto al peso seco. NEO LTP MM: N.
oleoabundans en medio marino transformada con el gen LTP. NEO WT MM: N.
oleoabundans en medio marino silvestre. NEO WT MD: N. oleoabundans en
medio dulceacuicola silvestre. Las barras representan intervalo de confianza.
Letras diferentes indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher).

Fraccion PL: se observé un aumento en la proporcion de acidos grasos
saturados en comparacion con los otros grupos, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre las tres lineas. Los porcentajes obtenidos fueron:
62.0, 50.3 y 57.0 para las lineas NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD,
respectivamente (Fig. 18). El acido palmitico (C16:0) se encontré con porcentajes
de 34.7, 26.3 y 31.9 para NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD,
respectivamente. El acido octadecanoico (C18:0) presenté porcentajes de 23.0,
22.7 y 22.8 para NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD, respectivamente
(Tabla XIV).
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Tabla XIll. Perfil de acidos grasos para la fraccion AMPL de N. oleoabundans
transformada con el gen LTP, silvestre MM y MD.

AG NEO LTP MM NEO WT MM NEO WT MD F (2,6) P

14:0 3.840.7° 1.9+1.2° 2.1+1.0° 21.1  0.002
18:0 2.3+0.5° 1.7+1.2° 2.1+0.3? 2.8  0.140
16:0 27.9+5.0° 19.7+5.1° 19.4+0.9° 47  0.001
YAGS 34.0+4.8° 23.4+7.5° 23.5+0.6° 26.0 0.001
16:1w9 0.5+0.9° 1.4+1.12 0.8+0.4%° 5.1 0.052
16:1w7 0.2+0.2° 1.2+0.9° 0.2+0.1° 19.1  0.003
16:1w5 ND 0.1+0.03? 0.1+0.03? 51.4 <0.001
18:1w9 4.3+1.9° 4.9+2 42 2.5+0.1° 87 0.017
18:1w7 1.3+0.8° 4.5+2 32 1.4+1.2° 254  0.001
SAGM 6.3+1.7° 12.0+4.12 5.0+1.0° 37.1 <0.001
16:2w6 1.0%0.4° 2.9+0.5° 6.2+3.3° 34.3  0.001
18:2w6 5.0+1.7° 10.4+3.1° 17.07.32 30.9 0.001
SAGB 6.0+2.1¢ 13.3+3.5° 23.2+0.6° 34.2  0.001
16:3w3 16.5+1.22 13.7+1.5° 13.1+5.4° 56  0.042
18:3w3 36.9+1.9° 37.31+8.5° 34.9+4 42 098 0.428
SAGP 53.4+2.9° 51.0+7.3° 48.0+9.12 29 0.134
15:0 0. 2+0.05° 0.2+0.05° 0.2+0.03? 21 0.199
17:0 0.09+0.022 0.1+0.02° 0.1+0.02° 20 0217
SAGb 0.2+0.03? 0.3+0.12 0.3+0.012 3.0 0127
AGT (ug/mg) 7.4+5.6° 10.0+3.6° 7.247.5° 14  0.320
AGT %PS 0.7+0.6° 1.0£0.4° 0.7+0.8° 14  0.320

Notas: Los valores son el promedio de réplicas independientes. > AGS acidos grasos saturados. Y AGM acidos
grasos monoinsaturados. Y AGB acidos grasos biinsaturados. Y AGP acidos grasos poliinsaturados. > AGb
acidos grasos asociados a bacterias. AG acidos grasos * intervalo de confianza. Letras diferentes en
superindice indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher). ND no detectado

Para los acidos grasos monoinsaturados se observd una disminucion
significativa (p = 0.009) en la linea transformada con respecto a la linea silvestre
MM con 18.0 y 34.0% del peso seco para NEO LTP MM y NEO WT MM,
respectivamente (Fig. 18), sin embargo, no se encontré diferencia significativa
entre la linea transformada con respecto a la linea silvestre MD en la que se

obtuvo 16.5% respecto al peso seco.

Para los acidos grasos biinsaturados se observé una disminucion
significativa (p = 0.015) en la linea transformada y la linea silvestre MM con
respecto a la linea silvestre MD: 10.4%, 8.1% y 18.5% del peso seco para la linea
NEO LTP MM, NEO WT MM y NEO WT MD, respectivamente (Fig. 18).
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Particularmente se observé un aumento en el acido 9,12-octadecadienoico (C18:2

w6) en la linea silvestre MD (17.6% peso seco) (Tabla XIV).

En el caso de los acidos grasos poliinsaturados, aunque no hubo
diferencias significativas en la linea transformada y silvestre, se obtuvieron
menores porcentajes: 6.8, 6.3 y 6.2 del peso seco para NEO LTP MM, NEO WT
MM y NEO WT MD, respectivamente (Fig. 18).
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Figura 18. Grupos de acidos grasos para la fraccion PL de N. oleoabundans
transformada con el gen LTP MM, silvestre MM y MD. Los valores estan
expresados en porcentaje con respecto al peso seco. NEO LTP MM: N.
oleoabundans en medio marino transformada con el gen LTP. NEO WT MM: N.
oleoabundans en medio marino silvestre. NEO WT MD: N. oleoabundans en
medio dulceacuicola silvestre. Las barras representan intervalo de confianza.
Letras diferentes indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher).
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Tabla XIV. Perfil de acidos grasos para la fraccion PL de N. oleoabundans
transformada con el gen LTP, silvestre MM y MD.

AG NEOLTP MM NEOWTMM NEOWTMD F(26) P
14:0 4.3+2.9° 1.3+1.2° 2.4+0.8° 12.1  0.008
16:0 34.7+6.2° 26.3+1.6° 31.948.0° 9.5 0.014
18:0 23.0+13.1° 22.7+24.6° 22.8+9.12 0.0 0.998
YAGS 62.0+10.3? 50.3+23.1%  57.0+16.1° 22  0.201
16:1w9 1.3+1.6° 0.8+1.32 0.8+1.6° 06 0.583
16:1w7 1.1£2.2° 5.0+3.92 2.0+1.5° 10.5 0.011
16:1w5 1.3%+1.5° 0.6+0.42 0.7+0.8° 25  0.161
18:1w9 7.6+3.22 3.4+2.0° 8.6+8.12 53  0.047
18:1w7 6.846.9° 24.3+8.52 4.442 5° 51.6 <0.001
SAGM 18.06.7° 34.0£15.9% 16.5£125° 11.6  0.009
16:2w6 1.1+1.0° 0.6+0.42 0.9+1.12 15  0.299
18:2w6 9.4+7.3° 7.5+6.4° 17.6+11.02 75 0.024
SAGB 10.446.6° 8.1+6.1° 18.549.9° 9.1  0.015
16:3w3 1.3+3.3? 1.0%2.4° 0.8+0.8° 0.2 0.828
18:3w3 5.4+3.0° 5.3+5.22 5.4+3.9° 0.01 0.994
SAGP 6.8+3.9° 6.3+7.6° 6.2+3.5° 0.05 0.948
15:0 1.3+0.3? 0.5+0.2° 0.8+0.7° 11.5  0.009
17:0 1.6+1.2° 0.7+0.6° 1.0£0.9%° 40 0.081
SAGb 2.8+1.4° 1.3+0.6° 1.8+1.6% 75  0.023
AG (ug/mg) 0.6+0.52 0.7+0.%2 0.8+0.8° 0.3 0.763
AG %PS 0.06+0.05? 0.07+0.06*  0.08+0.08? 0.3 0.763

Notas: Los valores son el promedio de réplicas independientes. > AGS acidos grasos saturados. Y AGM acidos
grasos monoinsaturados. Y AGB acidos grasos biinsaturados. Y AGP acidos grasos poliinsaturados. > AGb
acidos grasos asociados a bacterias. AG acidos grasos * intervalo de confianza. Letras diferentes en
superindice indican diferencias significativas a<0.05 (F de Fisher).

8.10 Estimacién del numero de cetano (CN)

El numero de cetano (CN) se estim6 aplicando la ecuacién de Bamgboye y
Hanses (2008) utilizando el porcentaje de los acidos grasos obtenido de la
extraccion de lipidos totales. Los resultados fueron: 53.3, 50.12 y 49.12 para la
linea transformada con el gen LTP, silvestre en medio marino y silvestre en medio
dulceacuicola, respectivamente (Tabla XV). Los valores de CN de la linea
transformada y silvestre fueron superiores a los indicados por la Norma
Estadounidense ASTM D 6751 (247), mientras que la linea transformada supero el

valor indicado por la Norma Europea EN 14214 (51).
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Tabla XV. Valores estimados de numero de cetano (CN).

Linea celular Valor de CN
NEO LTP MM 53.37+0.53
NEO WT MM  50.12+0.64
NEO WT MD  49.12+1.08

Notas: Los valores son el promedio de réplicas independientes. + desviacion estandar.

8.11 Transesterificacion acida

Los gramos de biomasa obtenidos para la generacién de biodiesel de las 4
muestras analizadas (NEO LTP MM, NEO WT MM, NEO WT MD y NEO WT MM
F/2) fueron determinados por diferencia de peso (Tabla XVI). La cantidad de
biodiesel obtenido por transesterificacion acida a partir de los gramos de biomasa
fueron de 0.0504 g para NEO LTP MM, 0.0493 g para NEO WT MM, 0.0286 para
NEO WT MD y 0.0649 para NEO WT MM F/2 (Tabla XVII).

Tabla XVI. Gramos de biomasa para determinacion de indice de yodo.

Peso matraz vacio  Peso matraz con Peso de la
Muestra
(9) muestra (g) muestra (g)
NEO LTP MM 19.80 19.83 0.0275
NEO LTP MM 26.62 26.65 0.0217
NEO WT MM 11.64 11.66 0.0244
NEO WT MM 12.31 12.33 0.0241
NEO WT MD 26.62 26.65 0.0273
NEO WT MM F/2 19.81 19.84 0.0307
NEO WT MM F/2 19.91 19.94 0.0296

Tabla XVII. Gramos de biodiesel para determinacion de indice de yodo.

Peso vaso vacio Peso vaso con Peso de la
Muestra
(9) muestra (g) muestra (g)
NEO LTP MM 63.73 63.78 0.0504
NEO WT MM 63.08 63.13 0.0493
NEO WT MD 57.21 57.24 0.0286

NEO WT MM F/2 62.37 62.43 0.0649
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8.12 Determinacion de indice de yodo

En la estandarizacién del tiosulfato de sodio (Na;S,03;) se obtuvo una

concentracion promedio de 0.1 equivalentes L™ (Tabla XVIII).

Tabla XVIII. Estandarizacion de Na;S,0s.

Concentracion

Volumen de
I\N/lo. Peso de N2,S,05 gastado de Nazngs
atraz KlOs[g] (mL) (equivalentes
L-1)*
1 0.1482 41.2 0.101
2 0.1490 41.0 0.102
3 0.1487 41.4 0.101

En cuanto a la valoracion del blanco se obtuvo un volumen promedio de 3.0

mL gastados de tiosulfato de sodio (Tabla XIX).

Tabla XIX. Volumen de Na,S,03 gastado para valoracion de blanco.

No. Volumen de Na;S;03
matraz gastado (mL)

1 3.02

2 3.02

3 2.96

Para la determinacion del indice de yodo calculado a partir del volumen de
Na,S,0;3; gastado para la titulacién debl blanco (Tabla XIX) y de cada muestra
(Tabla XX) (ecuacién 3), se obtuvieron valores de 73.44 para NEO MD WT BF,
62.81 para NEOMM WT F/2, 82.15 para NEO MM WT BF y 84.90 para NEO MM
LTP BF (Tabla XXI).
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Tabla XX. Volumen de Na,S,0; gastado para cada muestra.

Muestra Volumen de Na;S,03
gastado (mL)
NEO MD WF BF 1.42
NEO MM WT F/2 1.60
NEO MM WT F/2 1.42
NEO MM WT BF 1.40
NEO MM WT BF 1.46
NEO MM LTP BF 1.12
NEO MM LTP BF 1.58

Tabla XXI. indice de yodo calculado para cada muestra.

Muestra Indice de yodo Promedio
(9l2/100g)  (gl2/100 g)

NEO MD WF BF 73.44 73.44

NEO MM WT F/2 57.87 62.81

NEO MM WT F/2 67.74

NEO MM WT BF 83.21 82.15

NEO MM WT BF 81.09

NEO MM LTP BF 86.75 84.90

NEO MM LTP BF 83.04

8.13 Analisis de resonancia magnética

En el espectro "H-RMN del biodiesel generado se observan sefiales (picos)
con diferentes desplazamientos (Fig. 19). La sefial con un desplazamiento de cero
(6 = 0 ppm; ultimo pico) corresponde al tetrametil silano (Me4Si) utilizado como
referencia. La sefal con 6=0.88 ppm corresponde a los hidrégenos de los grupos
metilo (-CH3), 6 = 1.25-1.29 ppm corresponde a los hidrogenos de los grupos
metilenos (-CH»-), 8 = 1.61 ppm corresponde a los hidrégenos de los grupos metilo
unidos en Q-posicion con respecto al éster (-OCO-CH,-CHy-), 8 = 1.96 ppm
corresponde a los hidrogenos de los grupos metilenos unidos a un atomo de
carbono con doble enlace (-CH2-C=), 6 = 2.29 ppm corresponde a los grupos

metileno unidos en a-posicién (unidos directamente) al grupo éster (-OCO-CHy-),
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= 2.78 ppm corresponde a los grupos metileno que se encuentran entre dobles
enlaces (=CH-CH,-CH=), 8 = 3.65 ppm corresponde a los grupos metilos unidos
directamente al grupo éster (CHs;-OCO-), 8 = 5.38 ppm corresponde a los
hidrogenos de los dobles enlaces (-CH=CH-) y por ultimo, la sefal en & = 7.26
ppm corresponde al cloroformo empleado como disolvente de la muestra. Estas
sefales son las esperadas, indicando que la transesterificacion via acida del
aceite obtenido de los diferentes cultivos de N. oleoabundans se llevé a cabo por
completo, es decir, los triésteres se transformaron por completo en ésteres
metilicos (biodiesel). En este caso, no se observan senales de acidos grasos

libres, triésteres o diésteres que no hayan reaccionado.

NEO MD WT BF.10.fid

-0Cco—

o

—CH=CH—
CH—CH,—CH=
—0CO0—C
—CH,—CH=
—0CO—CH,—C
c

—
CHCl4 | Lt

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 40 35 3.0 2.5 20 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 19. Espectro de '"H-RMN del biodiesel obtenido a partir de la biomasa de la
muestra NEO MD WT BF.
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Se puede observar ademas una correspondencia entre las senales
generadas en el espectro y la estructura general de una molécula de biodiesel
(Fig. 20).

7 5 3 2 4 8 8 6 8 8 6 8 8 4 1
CH3—O—C—CHZ—CHZ—(CHZ)ZCHZ—CH=CH—CHZ—CH=CH—CH2—CH=CH—CH2—CH3

Figura 20. Estructura general de una molécula de biodiesel.
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9. DISCUSION

Los métodos de axenizacion utilizados para microalgas implican el uso de
antibidticos, aislamiento con micropipeta, resiembra de colonias (Guillard, 2005),
seleccién celular mediante fluorescencia activada (Sensen et al., 1993) y uso de
resinas triyodadas (Kibok et al.,, 2015). Generalmente se requiere de la
combinaciéon de dos o mas métodos. En la cepa de Neochloris oleoabundans se
utilizé el antibiético cefotaxima a una concentracién de 250 pug mL™, seguido del
aislamiento de colonias las cuales se transfirieron al medio de cultivo, obteniendo
la axenizacidon completa del mismo, el cual se verific6 a lo largo de los
experimentos. Otros antibidticos se han usado para diferentes microalgas, por
ejemplo, para la axenizacién de Ettlia texensis (Muge et al., 2013) se utilizé la
mezcla de penicilina (10 mg mL™), estreptomicina (2.5 mg mL™") y gentamicina (2.5
mg mL™), seguido del subcultivo de dicha cepa en medio adicionado con glucosa
o agar nutritivo para el mantenimiento de cultivos axénicos. Estos resultados
indican que la combinacion de diferentes métodos de axenizacion aseguran el
éxito de cultivos de microalgas libres de bacterias.

Un aspecto importante de mencionar, es que en el medio ambiente en
donde habitan las microalgas, llamese agua de mar, agua dulce, salobre, residual,
suelo, nieve, normalmente se encuentran en asociacion con bacterias, es decir,
cohabitan en un sinergismo en donde existe un beneficio mutuo y en el que llegan
a combinar sus actividades metabdlicas. Un ejemplo conocido es durante el
proceso de fotosintesis, en el que se produce oxigeno, ademas de carbohidratos.
El O, presente en el medio, compite con el sitio activo de la enzima ribulosa
bifosfato carboxilasa (RUBISCO), enzima clave durante el proceso de fotosintesis.
Esta enzima se conoce que puede actuar como oxigenasa y/o carboxilasa, y de
esto dependera de la concentracion del O, y/o del CO; que haya en el medio. Las

bacterias en esta asociacién con las microalgas, juegan un papel muy importante



64

ya que utilizan el O, producido, disminuyendo asi la concentracion de éste en el
medio, por lo que favorecera que la RUBISCO actue como carboxilasa.

El trabajar con cultivos axénicos de N. oleoabundans, se asume que al
momento de alterar el sinergismo que existia, repercutira en la fotosintesis y por
ende, en la tasa de crecimiento (u). Si bien es cierto, se sabe que éstos
parametros de crecimiento también dependen de otros factores como irradiancia
(intensidad y calidad de la luz), temperatura, fotoperiodo, pH; éstos se
mantuvieron constantes durante el desarrollo de los experimentos. Al haber
eliminado a las bacterias durante la axenizacion, asi como el haber sometido a la
microalga a un proceso de transformacién, se espera una u afectada. Trabajos
previos con N. oeloabundans reportaron una p de 0.73 d' asi como una
disminucién del crecimiento al dia 8 en el medio SWES con agua de mar a 30
UPS (Popovich et al., 2012). En medio BMM enriquecido con glucosa y acetato de
sodio, se obtuvo una p de 0.145 d' (Rodriguez-Silva et al., 2016). En medio
dulceacuicola (Pruvost et al., 2009), en presencia de 420 mM de sal (Santos et al.,
2012) asi como en cultivo heterotrofico (Morales-Sanchez et al., 2013), la y oscild
entre 0.04-0.08 h™'. Nuestros resultados de p fueron para la cepa silvestre en el
medio MM y MD de 0.26 d’ y 0.30 d™" respectivamente, mientras que para la linea
transformada en MM fue de 0.07 d”', con un descenso en el nimero de células al
dia 6.

En cuanto a la transformacion genética de N. oleoabundans, se han
implementado principalmente las técnicas de electroporacion (Carter, 2010;
Keyser, 2011; Garcia-Flores, 2015; Chungjatupornchai et al., 2015), asi como la
transformacién mediada por A. tumefaciens (lkaran, 2010; Garcia-Flores, 2015)
con resultados exitosos. Especificamente para la transformaciéon mediada por
Agrobacterium, |karan-Zugazaga (2010), sugirié el uso de filtros de papel como
soporte para el co-cultivo, los cuales se utilizaron en nuestros ensayos. Asimismo,
ademas indica que un fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad durante el co-cultivo es
determinante para el proceso de infeccion logrando una eficiencia de

transformaciéon de 30 colonias por millon de células sembradas. En el caso
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particular de N. oleoabundans presentd resistencia al antibidtico de seleccion
(higromicina) por lo que no fue posible determinar la eficiencia de transformacion.
Se observd abundante crecimiento celular en las placas, sin embargo, no fue
posible determinar cuales eran transformadas y cuales no. Chungjatupornchai et
al. (2016), mencionan que N. oleoabundans es sensible a concentraciones de 5 ug
mL™ de higromicina cuando es cultivada a una concentraciéon de 3.1x10° células
en medio BBM (Bold’s basal medium), a 30 °C, e iluminacion constante. Carter
(2010), menciona que concentraciones bajas, desde 1 ug mL™, de higromicina en
cultivo liquido BBM, a 25 °C, e iluminacion constante; inhiben el crecimiento de N.
oleoabundans, mientras que Keyser (2011) determina que concentraciones entre
5-100 pg mL™" son letales para esta microalga, tanto en medio liquido BBM como
sélido. Se ha determinado para otras microalgas como C. sorokiniana una
concentracion letal de 200 ug mL™ de higromicina, cultivada en medio sélido NB, a
28 °C, con foto periodo de 16:8 h; sin embargo, estas condiciones no tuvieron
efecto inhibitorio en N. oleoabundans. Es importante mencionar que ambas
condiciones de cultivo evaluadas en este trabajo contenian sales en su
composicion ya que el medio marino NB fue elaborado con agua de mar ajustada
a 35 UPS, mientras que el medio dulce NB fue adicionado con un 10% de agua de
mar ajustada a 35 UPS. En las especificaciones para el uso de higromicina se
indica que concentraciones bajas de sal disminuyen la cantidad de antibiético
necesario para tener un efecto letal, por lo que la presencia de sal en los medios
de cultivo utilizados pudo haber tenido un efecto negativo en la actividad del
antibiético. Garcia-Flores (2015), reporta un método de transformacion por
Agrobacterium empleando un medio de induccién con sales AB 1X, 2mM de
NaH2PO4, 30 mM MES, glucosa 1% y 100 mM de acetosiringona, ademas del uso
de zeocina (100 ug mL™) como marcador de seleccién. El co-cultivo se realizé
durante 24 h a iluminacién constante, obteniendo un total de 5 colonias
transformada de 1x10° células cultivadas en medio de seleccién. En nuestro caso
se afadid al medio de cultivo MES como potenciador de la transformacion, sin

embargo, no se observd diferencia en el crecimiento celular en las placas de
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selecciéon adicionadas con y sin este compuesto. Este crecimiento abundante en
las placas de seleccion se vio influenciado principalmente por la dosis de

higromicina empleada (100 pg mL™).

El aumento en la cantidad de lipidos totales en la linea transformada fue 2.2
veces mayor con respecto a la cepa silvestre en MM, y 3.4 veces mayor con
respecto a la cepa silvestre en MD, lo que sugiere que el gen LTP esta
provocando el incremento de los lipidos en la linea transformada. Trabajos
previos, han reportado entre 27-56% de lipidos totales para N. oleoabundans
silvestre cultivada en medio dulceacuicola (Tornabene et al., 1983; Li et al., 2008;
Gouveia y Oliveira, 2009; Rodriguez-Silva et al., 2016). Popovich et al. (2012),
reportaron 26.65% en medio marino. Hasta la fecha, no se han encontrado
reportes en donde se evalue la producciéon de lipidos totales en N. oleoabundans
modificada genéticamente, sin embargo, en la microalga C. reinhardtii se reportd
un aumento de 2 a 4 veces la produccidon de gotas lipidicas en cepas mutantes
para la produccion de almidén, al compararlas con la cepa silvestre (Wang et al.,
2009; Work et al., 2010), asi como un aumento en el tamafio de gotas lipidicas,

en cepas mutantes para MLDP (Moellering y Benning, 2010).

El aumento en los acidos grasos monoinsaturado (AGM) C18:1w9 fue 3.7
veces en la linea transformada con respecto a la cepa silvestre en MM, y de 3.2
veces con respecto a la cepa silvestre en MD. También el acido graso biinsaturado
(AGB) C18:2w6 aumentd su porcentaje con respecto al peso seco 1.4 veces en la
linea transformada con respecto a la cepa silvestre en MM. El principal acido
graso en forma de triacilglicérido en N. oleoabundans es el acido oléico (C:18:1)
(Yang et al., 2013), mientras que los mas abundantes son: el acido palmitico
(C16:0), esteéarico (C18:0), oleico (C18:1w9), linoleico (C18:2w9) y linolénico
(C18:3w3) (Gouveia y Oliveira, 2008; Levine et al., 2011; Popovich et al., 2012).

Levine et al. (2011) encontraron una disminucidon en los acidos grasos

poliinsaturados C16:3 y C18:3 en N. oleocabundans y un aumento en el porcentaje
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de acidos grasos saturados y monoinsaturados. Este resultado fue similar a lo que

se obtuvo en este trabajo.

En cuanto a las fracciones lipidicas NL, AMPL y PL de N. oleoabundans,
Popovich et al. (2012), reportaron lo siguiente: para NL 27.5% para los acidos
grasos saturados (AGS), similar a lo obtenido para la linea transformada (27.7%.),
y menores para las cepas silvestres (34.5% en MM y 48% en MD). 48.7% para
acidos grasos monoinsaturados (AGM), el cual fue mayor a lo encontrado en este
trabajo (33.3% linea transformada, 35% cepa silvestre en MM y 27.5% cepa
silvestre en MD). 23.7% para acidos grasos poliinsaturados (AGP), mientras que
en este trabajo se obtuvieron para la linea transformada 6.1%, 5.6% cepa silvestre

en MMy 3.0% cepa silvestre en MD.

Para la fraccion de galactolipidos (AMPL), 25.7% para AGS, menor a lo
encontrado para la linea transformada (34.0%) y mayor para las cepas silvestres
(23.4% en MM y 23.5% en MD); 49.80% para AGM, mayor a lo reportado en este
trabajo (6.3% linea transformada, 12.0% cepa silvestre en MM y 5.0% cepa
silvestre en MD). 22.2% para AGP, mientras que en este trabajo, se obtuvo 53.4%
para la linea transformada, 51.0% para la cepa silvestre en MM y 48.0% para la

cepa silvestre en MD.

Para la fraccion de fosfolipidos (PL), 29.70% para AGS, menor a lo obtenido
en este trabajo que fue de 62.0% para la linea transformada, 50.3% para la cepa
silvestre en MM y 57.0% para la cepa silvestre en MD. 32.9% para AGM, mayor a
lo encontrado para la linea transformada (18%), cepa silvestre en MD (16.5%), y
similar para la cepa silvestre en MM (34.0%). 37.5% para AGP, mayor a lo que
obtenido en este trabajo (6.8% linea transformada, 6.3% cepa silvestre en MM y

6.2% cepa silvestre en MD).

Mittelbach y Remschidt (2004) mencionan que C18:1 es un acido graso
ideal para la produccién de biodiesel ya que provee mejores propiedades de flujo y

una menor oxidacién. En este trabajo se obtuvo un aumento significativo de
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C18:1w9 en la linea transformada en la fraccion NL (30.6%), lo que sugiere que el

gen LTP esta implicado en la sintesis de este acido de N. oleoabundans.

Schenk et al. (2008), definen como la mezcla ideal de acidos grasos para la
produccion de biodiesel a los siguientes: C16:1, C18:1 y C14:0 en una proporcién
5:4:1. En este trabajo, aunque el C18:1 aumentd significativamente, en los casos

de C16:1 y C14:0 no se observaron incrementos en su porcentaje.

De acuerdo a las especificaciones de la norma EN14214, el C18:3 debe ser

menor a 12%. En la linea transformada este acido graso fue 8.1%.

La estimacion del indice de cetano (CN) en la linea transformada vy silvestre
MM y MD fue mayor (53.4, 50.1, 49.1 respectivamente) que el definido en la
Norma Estadounidense ASTM D 6751 que indica debe ser 247. Mientras que en el
caso de la Norma Europea EN 14214 indica un valor de =51, en este trabajo, la
linea transformada fue de 53.4. Hasta el momento, no se han encontrado reportes
del CN, ya sea estimado (considerando el % de acidos grasos) y/o calculado, para
N. oleoabundans, sin embargo, para otras microalgas marinas y dulceacuicolas,
se han reportado estimaciones empleando la ecuacion de Krisnangkura (1986),
tales son los casos de: Nannochloropsis oculata (55.0), P. tricornutum (47.3),
Scenedesmus dimorphus (32.9), Chlamydomonas sp. (66.9), C. vulgaris (63.8) y
Botryococcus braunii (55.1). En las mismas microalgas cuantificando el CN por el
método de Ramirez-Verduzco et al. (2012), los valores de CN fueron: N. oculata
(57.9), P. tricornutum (50.3), S. dimorphus (37.1), Chlamydomonas sp (62.4), C.
vulgaris (63.3) y B. Braunii (58.7) (Aminul Islam et al., 2013).

Otro de los parametros que se evaluaron para definir la calidad del
biodiesel, fue el indice de yodo. Para N. oleoabundans se han reportado los
siguientes indices: 86.57-88.25 gl,/100 g (Popovich et al., 2012); 102 gl, 100 g™
(Gouveia y Oliveira, 2008) y 83.15 gl, 100 g (Levine et al., 2011). En nuestro
trabajo se encontré que la linea transformada fue 84.90 gl, 100 g™'; la cepa

silvestre en MM fue de 82.15 gl, 100 g™, y para la cepa silvestre en MD fue de
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73.44 gl»/100 g). Las tres lineas trabajadas, cumplieron con las especificaciones
de calidad de biodiesel (<120 gl, 100 g™).
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10. CONCLUSIONES

Se logré la insercion del gen LTP en la microalga N. oleoabudans
empleando A. tumefaciens como método de transformacion, al detectarse la

secuencia del gen en el genoma de la microalga.

La axenizaciéon del cultivo de N. oleoabundans rompio el sinergismo en la

asociacién microalga-bacteria lo que afecto la tasa de crecimiento.

La insercion del gen LTP provocé también una disminucién en la tasa de
crecimiento en la microalga N. oleoabundans, lo que repercute en la produccién de

biomasa y obtencion de biodiesel.

La insercion del gen LTP provocé en la microalga N. oleoabundans
cultivada en medio marino el incremento de los lipidos totales con respecto a la
linea silvestre cultivada tanto en MM como en MD. En este trabajo se obtuvieron
porcentajes menores a los reportados empleando diferentes condiciones de
cultivo. Estos resultados que se obtuvieron se podrian mejorar aireando con una

mezcla de aire-CO; asi como la eliminacion del oxigeno en el medio.

Se determind que la fraccion de lipidos neutros (NL) se vio mayormente
afectada por la presencia del gen LTP, aumentando particularmente la cantidad de
acido oleico (C8:1), por lo que este gen podria estar involucrado en la acumulacion

de lipidos de reserva.

La calidad del biodiesel obtenido se estimé a través del CN y el indice de
yodo. Los resultados de ambos parametros sugieren que la transformacion de N.
oleoabundans mediante la insercion del gen LTP favorecio la calidad del biodiesel

ya que los valores obtenidos estan dentro de las Normas establecidas.

La insercion del gen LTP favorecié la produccion de acidos grasos

saturados en la microalga N. oleoabundans cultivada en medio marino, ademas de
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una disminucion en los acidos grasos poliinsaturados, aumentando el potencial de

esta microalga para la produccion de biodiesel.
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