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Resumen

Resumen

El término microalga engloba a un grupo heterogéneo de microorganismos unicelulares que
realizan fotosintesis oxigénica y que han demostrado una gran capacidad para fijar CO; y
producir O,, con una eficiencia entre 10 y 50 veces mayor que las plantas superiores. En los
ultimos anos, han despertado un gran interés como potenciales fijadores de CO; y productores
de biocombustibles con baja huella de carbono, asi como, por el aprovechamiento de su
biomasa para la obtencién de compuestos de alto valor afiadido, que pueden ser utilizados en
la industria cosmética, farmacéutica, en nutricion humana o alimentacion animal. Mas aun,
algunas especies de microalgas pueden utilizar residuos agroindustriales como nutrientes y
tolerar altas concentraciones de contaminantes, como los metales pesados, lo que las convierte
en sistemas muy prometedores para procesos de bioremediacidon. Todos estos aspectos se
revisan con detalle en un capitulo introductorio (Capitulo 1). Esta memoria de Tesis doctoral
incluye ademas un capitulo con la descripcion pormenorizada de toda la metodologia utilizada
(Capitulo 2) y cuatro capitulos que describen los resultados de las investigaciones realizadas
utilizando la microalga clorofita perteneciente a la clase de las Trebouxiophyceae, Chlorella
sorokiniana, una especie robusta y capaz de crecer con una alta tasa de crecimiento, incluso en
condiciones adversas. Las investigaciones realizadas se centran en las potenciales aplicaciones
biotecnolédgicas y medioambientales de la microalga, entre las que se incluyen su cultivo
utilizando residuos industriales (Capitulo 3) o en presencia de metales pesados (Capitulo 4).
Ademads, se ha optimizado la metodologia para la modificacion genética de la microalga
mediante electroporacion (Capitulo 5) y se ha realizado una comparativa de su perfil de
aminodcidos y su valor nutricional frente al de otras 57 especies de microalgas (Capitulo 6).

En las investigaciones descritas en el Capitulo 3 se muestra como la microalga Chlorella
sorokiniana puede cultivarse en condiciones mixotroéficas utilizando varios residuos industriales.
En este capitulo también se demuestra la viabilidad de un cultivo con residuos de lias oxidadas
de la industria vinicola, que resultaron ser la mejor fuente de carbono entre todas las testadas.
El estudio se ha realizado en un reactor de 2 L en modo discontinuo, con concentraciones
optimizadas de nutrientes, donde se obtiene una alta productividad de biomasa (11,0 g L'}) y
lipidos neutros (38% DW).

En el Capitulo 4 se estudia el efecto de metales pesados, como el cobre y el cadmio, y
metaloides, como el arsénico en sus estados de oxidacidn Il y V, sobre el crecimiento, la
asimilacion de nitrégeno y la capacidad de acumulacién intracelular en Chlorella sorokiniana,
siendo el cadmio el elemento acumulado en mayor cantidad. También se ha estudiado el efecto
de los metales pesados sobre los niveles de expresidn génica y de actividad enzimatica de varias
enzimas antioxidantes, tales como la ascorbato peroxidasa y la catalasa; y de enzimas de la ruta
de asimilacion del nitrégeno y el azufre, observandose que en general la mayor parte de estas
enzimas se inducen en presencia del metal. Finalmente, se ha llevado a cabo un estudio
protedmico cuantitativo que compara la expresién de diferentes proteinas de Chlorella
sorokiniana en presencia y ausencia de cadmio. Este estudio muestra que diversas rutas
metabdlicas, como la fotosintesis, la fosforilacion oxidativa, la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la
biosintesis de proteinas ribosomales se encuentran inhibidas en presencia de cadmio. Sin
embargo, otras como la fotorrespiracién, las enzimas antioxidantes, la gluconeogénesis, la
asimilacion de nitrégeno y azufre o la biosintesis de ciertos aminoacidos, se encuentran
inducidas en las mismas condiciones.
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En el Capitulo 5 se describe la optimizacién de la transformacién nuclear de Chlorella
sorokiniana mediante electroporacidn, utilizando diferentes promotores heterélogos como el
promotor CaMV 35S del virus del mosaico de la coliflor, el promotor NOS de la nopalina sintasa
de Agrobactereium tumefaciens y el promotor hibrido HSP70S/RBCS2 de Chlamydomonas
reinhardtii, que dirigen la expresion del gen selectivo APHVIII de resistencia al antibiotico
paromomicina. Para ello se han optimizado los pardmetros de la electroporacion, a 2,5 kV de
intensidad de campo eléctrico y 3 el nUmero de pulsos. De entre los tres promotores utilizados,
el que mayor eficiencia obtuvo en ndmero de transformantes y mejor expresion en Chlorella
sorokiniana, tanto a nivel génico como de proteinas, fue el promotor CaMV 35S. Ademas, se ha
desarrollado un método de criopreservacion a -80 °C, utilizando etilenglicol al 5% v/v como
criopreservante, capaz de mantener la viabilidad celular de los transformantes obtenidos
durante periodos de 365 dias.

Por otra parte, el en Capitulo 6 se compara el perfil aminodcidico de 57 microalgas
pertenecientes a 8 phylay 38 genera, entre las que se incluye Chlorella sorokiniana. En el estudio
se incluyen tanto los aminodcidos estructurales como los aminoacidos libres. Se han
determinado 17 aminodacidos mediante GC-MS, siendo mayoritarios, de manera general,
glutamato/glutamina, aspartato/asparragina, alanina, leucina y lisina. Por otro lado, el phylum
miozoa y las microalgas Ochromonas sp. y Chroomonas salina presentaron mayor contenido en
aminodcidos esenciales y, por tanto, mayor valor nutricional. Ademas, se ha conseguido
establecer una relacién entre el perfil de aminoacidos libres y el grupo taxonémico al que
pertenecen la mayoria de las especies.
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Abstract

The term microalga is comprised of a heterogeneous group of unicellular microorganisms that
perform oxygenic photosynthesis with high capacity to fix CO, and produce O, their efficiency
being between 10 and 50 times greater than higher plants. In recent years, microalgae have
awakened interest as potential CO; fixer organisms and producers of biofuel with a low carbon
footprint. Furthermore, the uses of microalgal biomass is increasing in order to obtain high value
compounds for cosmetics, pharmaceutic and human or animal nutritional industries. Moreover,
some microalgae can use industrial wastewaters as nutrients or tolerate high concentrations of
contaminants, such as heavy metals, subsequently creating the potential to be bioremediation
systems. These applications are discussed in detail within the introductory chapter (Chapter 1).
This thesis also incorporates a chapter where methodology is described (Chapter 2), and a
further four chapters which describes the results obtained using the chlorophyte microalga
Chlorella sorokiniana, whose class is Trebouxiophyceae. This microalga not only has a high
growth rate, but also is a robust species able to grow under adverse conditions. The studies
deepen in the biotechnological and environmental applications of this microalga, including its
cultivation with industrial wastewaters (Chapter 3) and heavy metals (Chapter 4). Additionally,
the optimization of a genetic modification method through electroporation (Chapter 5), and a
comparative between Chlorella sorokiniana and other 57 microalgae relating to amino acids
profile and nutritional value (Chapter 6) has been performed.

The research described in Chapter 3 shows that the microalga Chlorella sorokiniana can grow in
mixotrophic cultures using different industrial wastes. In this chapter, a fed-batch 2 L bioreactor
using wine waste lees, and the optimal concentration of nutrients previously selected, was
developed, and used to get a high productivity in biomass (11.0 g L) and neutral lipids (38%
DW) terms.

In Chapter 4 the effect that heavy metals, such as copper and cadmium, or metalloids, such as
arsenic (Il and V), produced in Chlorella sorokiniana was evaluated. The parameters studied
were growth, nitrogen assimilation and intracellular accumulation that Chlorella sorokiniana has
relating to these heavy metals and metalloids, being the microalga a high cadmium accumulator.
Moreover, the effect that these heavy metals produce in gene expression and enzymatic activity
levels in different antioxidant enzymes, such as ascorbate peroxidase and catalase, or enzymes
involved nitrogen and sulphur assimilation, have been tested, showing a general upregulation
for most of these enzymes. Finally, a quantitative proteomic approach that compares the
expression of Chlorella sorokiniana proteins with or without cadmium in the culture media was
performed. The results enable us to conclude that different metabolic pathways, such as
photosynthesis, oxidative phosphorylation, glycolysis, TCA cycle or ribosomal proteins
biosynthesis are downregulated with cadmium in the culture medium. However, other
pathways, such as photorespiration, antioxidant enzymes, gluconeogenesis, nitrogen and
sulphur assimilation or biosynthesis of some amino acids are upregulated under the same
conditions.

In Chapter 5 the optimization of an electroporation method for nuclear transformation in the
microalga Chlorella sorokiniana is described. For this method, different heterologous promoters,
such as the CaMV 35S promoter of cauliflower mosaic virus, the nopaline synthase promoter,
NOS, from Agrobacterium tumefaciens, and the hybrid promoter HSP70S/RBCS2 from
Chlamydomonas reinhardtii were tested. These promoters direct the expression of the
resistance paromomycin gene APHVIII. The most suitable electroporation parameters were 2.5
kV of electric field strength and 3 electric pulses. The most efficient promoter for Chlorella
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sorokiniana is the CaMV 35S promoter, showing higher number of transformants and higher
gene and protein expression. Additionally, a cryopreservation method, at -80 °C, using ethylene
glycol 5% v/v as cryopreservant and able to guarantee cell viability of transformants over 365
days, was developed.

Finally, in Chapter 6, the aminoacidic profile of 57 microalgae belonging to 8 phyla and 38
genera, including Chlorella sorokiniana, is compared. This study includes structural and free
amino acids. 17 amino acids were determined by GC-MS, being the most common in almost all
the species glutamate/glutamine, aspartate/asparragine, alanine, leucine and lysine. Moreover,
miozoa, as phylum, and Ochromonas sp. and Chroomonas salina, as species, showed higher
essential amino acids content and, consequently, the highest nutritional value. Furthermore, a
dependence between free amino acids profile and taxonomic groups was stablished for most of
the microalgae.
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Introduccion Capitulo 1

1.1. Las microalgas

1.1.1. Caracteristicas generales

El término microalga engloba a un grupo heterogéneo de microorganismos unicelulares que
realizan la fotosintesis oxigénica, donde se incluyen, por un lado, organismos procariotas como
las denominadas algas verde-azuladas o cianobacterias y, por otro lado, organismos eucariotas,
como son los phyla de microalgas clorophyta, rodophyta, haptophyta o cryptophyta, entre otros.

La microalgas pueden ocupar una gran diversidad de habitats, encontrandose en la mayoria de
los ecosistemas acuaticos, tanto marinos como de agua dulce, aunque algunas especies han
conseguido adaptarse y sobrevivir en medios terrestres (Barcité et al. 2019). Otras especies de
microalgas pueden incluso desarrollarse en condiciones extremas, como pueden ser altas o
bajas temperaturas, alta salinidad, o altas concentraciones de contaminantes abidticos (Garcia-
Balboa et al. 2013; Hopes y Mock, 2015).

Las microalgas, al igual que las plantas, poseen la capacidad de transformar energia solar en
energia quimica a través de la fotosintesis, siendo unos de los principales fijadores de CO,, tanto
atmosférico como disuelto en el agua. De hecho, se estima que realizan una captacién de CO;
superior a la de todas las selvas tropicales combinadas (Fajardo et al. 2019). Esta caracteristica
convierte a las microalgas en un elemento clave en la lucha contra el cambio climatico y el efecto
invernadero producido por la acumulacién de CO; atmosférico, puesto que son capaces de fijarlo
y producir O, con una eficiencia entre 10 y 50 veces mayor que las plantas superiores (Khan et
al. 2009). Por todo esto, en los ultimos afios el desarrollo de factorias de microalgas capaces de
captar grandes cantidades de CO; ha experimentado un gran avance.

También ha crecido el interés por el aprovechamiento de la biomasa de microalgas para la
obtencién de compuestos de alto valor afiadido, asi como para el tratamiento de aguas
residuales. Se ha demostrado que las microalgas son capaces de elimunar metales pesados,
antibidticos o pesticidas, entre otros compuestos téxicos para el medio ambiente (Nagaranjan
et al. 2020). Ademas, algunos residuos agroindustriales o contaminantes pueden ser utilizados
como nutrientes.

Todo esto hace que se estén desarrollando mecanismos de biorremediacion utilizando
microalgas, ya que su alta tasa de crecimiento y su gran capacidad para acumular estos
compuestos toxicos para el medio ambiente, las hacen muy prometedoras a medio y largo plazo.
Ademas, la integracion de los procesos de tratamiento de residuos con los procesos de
produccién de compuestos de interés aplicado permite disminuir los costes de produccion,
favoreciendo una industria basada en la economia circular (Molazadeh et al. 2019; Singh y Dhar,
2019).

Las microalgas son capaces de producir una amplia gama de compuestos de alto valor afiadido
que pueden ser utilizados en la industria cosmética, farmacéutica, alimentaria (tanto humana
como de animales), asi como productos basicos como biocombustibles. Algunos ejemplos de
estos compuestos son los acidos grasos poliinsaturados, carotenoides, carbohidratos, lipidos
neutros, proteinas o vitaminas; asi como metabolitos secundarios tales como terpenos,
polifenoles, o sustancias antimicrobianas, antiinflamatorias y antitumorales, entre otras
(Henley, 2019, Ishiguro et al. 2020). No obstante, aln es necesario aumentar nuestro
conocimiento sobre las rutas metabdlicas de sintesis de muchos de estos compuestos y de su
regulacién, y conseguir abaratar los costes de produccién de microalgas, proceso que, a dia de
hoy, continda siendo uno de los factores limitantes para su desarrollo a escala industrial.
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1.2. Principales factores de crecimiento

Para el dptimo crecimiento de las microalgas se han de fijar diferentes parametros
operacionales, tales como intensidad de luz, concentracion de nutrientes, sistema de agitacién,
temperatura o pH del cultivo. Cabe destacar que el valor éptimo para cada uno de estos
parametros es muy variable en funcién del organismo y del objetivo que se quiera conseguir con
su cultivo.

1.2.1. Luz

La disponibilidad de luz es el principal factor para el crecimiento de organismos fotosintéticos y
suele ser una de las principales limitaciones para su cultivo a gran escala y la obtencién de
bioproductos (Wang, SK et al. 2014).

La luz es imprescindible para la realizacion de la fotosintesis. Mediante este proceso, las
clorofilas y los pigmentos auxiliares de los complejos antena de las microalgas captan la luz solar,
lo que permite realizar la fotolisis del agua generando O, y electrones que pasan a la cadena de
transporte electronico cloroplastica (Figura 1.1A) para obtener poder reductor (NADPH) vy
energia (ATP), necesarios para la produccion posterior de compuestos organicos (glucosa) a
partir de CO,, mediante el ciclo de Calvin (Figura 1.1B). Por otra parte, cuando existe una baja
concentracion atmosférica de CO,, se produce un proceso denominado fotorrespiracidn (Figura
1.1B; Kliphuis et al. 2011). En este proceso la enzima RUBISCO (ribulosa bifosfato carboxilasa
oxigenasa) se une a una molécula de O,, consumiendo energia y poder reductor, y liberando CO,
y amonio, lo que provoca una notable disminucion del rendimiento de la fotosintesis (Heureux
et al 2017).

En funcién de la disponibilidad de luz, los cultivos de microalgas se pueden clasificar en
fotoautotroéficos, heterotroficos o mixotroficos. Por un lado, los cultivos fotoautotroéficos son los
que reciben luz y un gaseo constante de CO,, minimizando la fotorrespiracién e incrementando
el rendimiento fotosintético. Por otro lado, los cultivos heterotréficos son los que se cultivan en
oscuridad, lo que imposibilita la realizacion de la fotosintesis. En este caso es necesario el
suministro de una fuente de carbono organica al medio de cultivo. Por ultimo, el cultivo
mixotréfico, combina la aplicacidn de luz, con la presencia de una fuente de carbono orgdnica.
La eleccidon del modo de cultivo dependerd principalmente de la especie de microalga, del
producto que se desee obtener, o bien del producto que se desea consumir, cuando se trate de
una fuente alternativa de carbono procedente de aguas residuales (da Silva y Fonseca, 2018; Li,
H et al. 2020).
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Figura 1.1. Esquema de la fotosintesis (Figura 1.1A) y la fotorrespiracion (Figura 1.1B) en microalgas. Los
codigos utilizados del Protein Data Bank (PDB) en la fotosintesis son: 1W5C para el fotosistema Il (PSll),
1Q90 para el citocromo b6f (Cit b6f), 6JO5 para el fotosistema | (PSI), 2PLT para la plastocianina (Pc), 4ITK
para la ferredoxina (Fd), 3VO1 para la ferredoxina-NADP reductasa (FNR) y 5Y5Z para la ATPasa. Las
abreviaturas utilizadas en la fotorrespiracion son: ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco),
fosfoglicerato fosfatasa (PGP), glicolato oxidasa (GO), alanina-glioxilato aminotransferasa (AGT), serina
hidroximetiltransferasa (SHMT), glicina descarboxilasa (GDC), serina-glioxilato aminotransferasa (SGT),
glicerato deshidrogenasa (GyDH), and glicerato quinasa (GK).

Sin embargo, la luz es uno de los pardmetros mas dificiles de controlar, especialmente en los
cultivos de alta densidad celular (Cuaresma et al. 2009). Mientras otros parametros
operacionales del cultivo pueden controlarse extrinsecamente, la luz solo puede ser controlada
a través de su intensidad y del disefio del reactor de cultivo. En cultivos de alta concentracién
de células el efecto de apantallamiento de unas células respecto a otras hace que la luz que llega
a pocos centimetros de la superficie del reactor sea muy baja. Ante esto la solucién de aumentar
la intensidad no es valida, ya que intensidades locales de luz muy altas pueden llegar a provocar
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fotoinhibicién (Gris et al. 2013). Esto puede ser parcialmente compensado mediante un método
de agitacion eficiente, aunque una agitacién muy alta genera altos costes, y puede causar la
inhibicion del crecimiento celular (Sobczuk et al. 2005). Por todo esto, el cultivo mixotrofico
puede paliar parcialmente este problema, ya que permite que el crecimiento del cultivo sea
menos dependiente de la cantidad de luz irradiada.

1.2.2 Temperatura y pH

Los valores optimos de estos dos parametros, al igual que ocurre con la intensidad de la luz,
tienen una gran variabilidad entre taxones y especies de microalgas. En general, el rango 6ptimo
de pH estd entre 7 y 9; mientras que el rango éptimo de temperatura varia entre 20 y 25°C. Sin
embargo, existen microalgas capaces de tolerar ambientes mdas extremos. Ejemplos de esto
pueden ser la microalga acidéfila Coccomyxa onubensis, capaz de vivir a pH 2,5 (Romero-Cruz,
2017); y microalgas capaces de sobrevivir a pH de 12-13, como la cianobacteria Leptolyngbya
sp. (Kim et al. 2015). Aunque, en general, la mayor parte de las microalgas tienen un pH dptimo
en los rangos previamente mencionados, debido a que a pH proximo a la neutralidad existe una
mayor disponibilidad de nutrientes, lo que posibilita un menor gasto de energia en asimilarlos
y, como consecuencia, un desarrollo celular mas rapido.

Por otro lado, con respecto a la temperatura, existen especies denominadas mesofilicas, cuya
temperatura dptima de crecimiento esta entre 35 y 50°C; o termofilicas, cuya temperatura
6ptima estd por encima de 50°C. Este tipo de organismos posee un gran potencial biotecnolégico
debido a que su gran resistencia a altas temperaturas hace que posean enzimas termostables,
que pueden ser utilizadas en procesos industriales sin desnaturalizarse, minimizando asi los
costes (Kohli et al. 2020). A parte de esta caracteristica, la temperatura posee una alta influencia
en la regulacion de las rutas metabdlicas, pudiendo inducir la produccidn de ciertos compuestos.
Asi ocurre en la ruta de sintesis de lipidos, donde las variaciones térmicas pueden inducir a la
acumulacidn de 4cidos grasos saturados a altas temperaturas, o a la produccién de acidos grasos
instaurados a temperaturas bajas (Alishah Aratboni et al. 2019). Cabe destacar que las
microalgas termofilicas, ademas, suelen tener bastante robustez en otros ambientes, por lo que
también pueden aguantar pH extremos, alta salinidad o presencia de metales pesados o
residuos, entre otras condiciones adversas para su crecimiento (Patel et al. 2019).

1.2.3 Macronutrientes

Los macronutrientes son los componentes elementales mayoritarios de los organismos, son
principalmente carbono, nitrogeno, oxigeno, fosforo y azufre. La importancia de estos
bioelementos en microalgas es la siguiente:

e Carbono: se trata del elemento principal de la vida que se encuentra en todas las
biomoléculas, supone casi el 50% de la biomasa total de las microalgas (Romero-Cruz,
2017), y su asimilacion se produce principalmente mediante la fotosintesis. Cuando este
proceso no puede llevarse a cabo, las microalgas obtienen la energia de compuestos
organicos de reserva almacenados en su estructura celular, principalmente
carbohidratos. En los cultivos mixotréficos, la fuente de carbono presente en el medio
de cultivo puede ser utilizada y metabolizada por las microalgas mediante rutas
metabdlicas alternativas. Estas fuentes son asimiladas y transferidas a rutas metabdlicas
como la glucdlisis, en el caso de los azucares y el glicerol; o convertidas en acetil CoA
mediante la enzima Acetil CoA sintasa (ACS), en el caso del acetato (Rengel et al. 2018).
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Nitrégeno: el nitrégeno es el elemento principal para la sintesis de aminoacidos vy
proteinas, ademas de encontrarse también en los acidos nucléicos, y supone entre el 5
y el 10% del peso seco de las microalgas (Vega, 2019). La mayoria de las microalgas
pueden asimilar y metabolizar el nitrégeno en forma de nitrato, nitrito, amonio e incluso
urea, siendo el amonio la fuente preferida (Vega, 2019). Se ha descrito la existencia de
diferentes sistemas de transporte especificos para las especies nitrogenadas, como son
las familias de transportadores del tipo NRT1, NRT2 (nitrate transporter) para el nitrato,
o del tipo AMT1 y AMT2 (ammonium transporter) para el amonio (Gonzalez-Ballester et
al. 2004; Sanz-Luque et al. 2015). Una vez en el citosol (Figura 1.2), gracias a la accién de
la enzima nitrato reductasa (NR), el nitrato se reduce a nitrito, que es transportado al
interior del cloroplasto, donde se reduce a amonio mediante la accidn de la enzima
nitrito reductasa (NiR). A continuacidon, el amonio es incorporado al esqueleto del 2-
oxoglutarato para, a través del ciclo glutamina sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT),
producir glutamato (Vega, 2019). Alternativamente a esta ruta, y en condiciones
fisiolégicas especificas, el amonio puede incorporarse al 2-oxoglutarato mediante la
reaccion catalizada por la enzima NAD(P) glutamato deshidrogenasa (GDH). Esta enzima
suele estar inducida como respuesta a diferentes tipos de estrés, y juega un papel
importante en la tolerancia y asimilacién del amonio cuando hay deficiencia de luz
(Fontaine et al. 2012; Xian et al. 2020). Por otra parte, la eliminacién de nitrégeno del
medio de cultivo puede inducir la acumulacién de compuestos de alto valor afiadido en
microalgas, tales como carotenoides o lipidos (Couso et al. 2012; Ruiz-Dominguez et al.
2015), mostrando asi la importancia de este elemento desde el punto de vista

\
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Figura 1.2. Metabolismo de asimilacidon del Ny S. Las proteinas representadas son: nitrato reductasa
(NR), nitrito reductasa (NiR), glutamina sintetasa (GS), glutamato sintasa (GOGAT), fosfoglicerato
deshidrogenasa (PGDH), fosfoserina transaminasa (PSAT), y fosfoserina fosfatasa (PSPH) en el
metabolismo del N; asi como ATP-sulfurilasa (ATPS), adenosina-fosfosulfato reductasa (APSR), sulfito
reductasa (SiR), O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL) y serina acetiltransferasa (SAT) en el metabolismo

del S.

Azufre: el azufre es un elemento esencial para la sintesis de aminoacidos como la
metionina o la cisteina, de ciertos cofactores celulares y en la sintesis de metabolitos
primarios y secundarios, tales como glutation o glucosinolatos. Representa el 0,5% del
total de peso seco de la microalga (Vega, 2019). La asimilacidn de este elemento (Figura
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1.2) se produce principalmente en forma de sulfato, que es incorporado mediante
transportadores tipo ABC y permeasas dependientes de ATP vy, tras este proceso, las
microalgas suelen acumularlo en los cloroplastos (Chen y Melis, 2004). A continuacién,
el sulfato es activado en forma de adenosina fosfosulfato (APS) por la accion de la ATP
sulfurilasa y, posteriormente, es reducido a sulfito y a sulfuro por la accidon consecutiva
de las enzimas APS reductasa y sulfito reductasa. Finalmente, el complejo O-acetilserina
(tiol)-liasa incorpora el sulfuro a la O-acetil-L-serina para producir L-cisteina, siendo este
aminodcido el precursor del resto de los compuestos azufrados de las células (Vega,
2019).

e Fdsforo: el fosforo es el elemento principal para la sintesis de los acidos nucleicos y de
los nucledtidos trifosfato, ademas de estar presente en algunos lipidos de las
membranas celulares y otros metabolitos fosfatados. El fésforo es introducido en las
microalgas en forma de fosfato inorganico (Pi), a través de transportadores de fosfato
inorganico (PiT). Tras su entrada en la célula, es metabolizado principalmente hacia la
produccién de ATP (Lin et al. 2016). Sin embargo, las microalgas también pueden
almacenar el exceso de fésforo intracelular mediante la formacidn de polifosfatos, que
seran utilizados en momentos de limitacion de este elemento (Vega, 2019).

1.2.4 Micronutrientes y elementos traza

Ademds de los macronutrientes, las microalgas necesitan de otros elementos para su
crecimiento. Entre ellos destacan diferentes iones metalicos, que actuan principalmente en el
metabolismo enzimatico (como cofactores metalicos) o como elementos reguladores en
diferentes procesos metabdlicos.

Algunos de los micronutrientes o elementos traza mds importantes son: el magnesio, que forma
parte del anillo de porfirina de las clorofilas, y actua (al igual que el potasio) como cofactor
enzimatico en procesos en los que interviene ATP; y el calcio, el sodio o el potasio de cuya
homeostasis dependen muchos procesos metabdlicos y de transporte a través de membrana;
asi como metales de transicion como el hierro, el cobre, el zinc, el cobalto, el manganeso o el
molibdeno, que forman parte de la estructura de muchas metaloproteinas y actdan como
cofactores de muchas enzimas (Pires, 2015).

1.3. Estrés oxidativo

El déficit nutricional, asi como las alteraciones abidticas en el medio, tales como cambios de
temperatura, pH, o la presencia de metales pesados, pueden provocar estrés oxidativo,
generando alteraciones metabdlicas que puedan inhibir la capacidad de crecimiento de las
microalgas. El estrés oxidativo se define como una alteracién del equilibrio entre especies pro-
oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras, que puede ser de origen ambiental, como se
ha indicado anteriormente, o bioquimico, derivado de la propia acciéon del metabolismo celular
(Mano, 2002). Estas especies pro-oxidantes, son conocidas como especies reactivas de oxigeno
(ROS, Reactive Oxygen Species), entre las que destacan el 'Oy y el H,0,. Las ROS son formas
parcialmente reducidas de oxigeno, y su formacidn es un proceso constante en organismos con
un metabolismo energético basado en reacciones de oxidacién-reduccién (Mano, 2002).
Aungue las ROS pueden también jugar un papel fisioldgico en diferentes procesos, tales como
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el crecimiento y el ciclo celular o la muerte celular programada, cuando se producen situaciones
ambientales anormales, éstas se generan en mayor cantidad y pueden dar lugar a reacciones
indeseadas, provocando diversos dafios metabdlicos al afectar a proteinas, acidos grasosy ADN,
o en procesos fisioldgicos celulares (Apel y Hirt, 2004; Baxter et al. 2013). Frente a esto, los
organismos han desarrollado sistemas antioxidantes capaces de eliminar el exceso de ROS; que
pueden ser no enzimaticos, entre los que destacan moléculas como los carotenoides, el
glutatidn, el acido ascdrbico o la vitamina E; o enzimaticos, entre los que podemos citar enzimas
como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) o la ascorbato peroxidasa (APX); (Figura
1.3). En muchos casos, ambos tipos de sistemas pueden actuar de manera conjunta con el fin de
lograr una eliminacién mas eficiente de las ROS (Gill y Tuteja, 2010), siendo uno de los
mecanismos enzimaticos antioxidantes mds eficiente es el ciclo del ascorbato glutatién (Figura
1.3d).

d)
o+t ASC GSSG NADPH
DHAR GR
ASC + DHA GSH NADP*
%0, [
|_» H,0 H MDHA NAD(P)H
b) car APX MDHAR
[~~~ H,0, AS NAD(P)*

C
4
0,

GSSG NADPH

a) sop

S c) GPX GR
207
H,0 GSH NADP*

Figura 1.3. Sistemas enzimaticos antioxidantes. El anién ‘02 formado puede ser dismutado a H.0: por la
enzima superdxido dismutasa (SOD) (a). El H202 es eliminado por la catalasa (CAT) (b); en presencia de
glutation reducido (GSH) por la glutation peroxidasa (GPX) (c); o por el ciclo ascorbato-glutation mediante
la ascorbato peroxidasa (APX) (d). En los dos ultimos casos el GSH se genera a partir del glutatién oxidado
(GSSG) via glutation reductasa (GR). En el ultimo caso el ascorbato (ASC) se genera via
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR).

El glutation (GSH) es un tripéptido tidlico, formado por glutamato, cisteina y glicina, que juega
un papel fundamental en la eliminacion de radicales libres y ROS (Chen et al. 2010) y, ademas,
en los casos de estrés metadlico, el GSH actia como agente quelante, ya que es el precursor de
las fitoquelatinas (PCs) (Cobbet, 2000). Las PCs son polipéptidos de estructura (yGlu-Cys)n-Gly,
donde n=2-11, las cuales, debido a la presencia de los grupos tidlicos de la cisteina, son capaces
de quelar Cd y otros metales pesados formando complejos que son transporatdos hasta las
vacuolas como proceso de detoxificacion celular (Cobbet, 2000).

1.4. Microalgas y sus aplicaciones biotecnoldgicas y medioambientales

Las microalgas poseen un gran valor biotecnoldgico. Hoy en dia mas de 5000 toneladas de masa
seca de microalgas son producidas y comercializadas en todo el mundo con un valor medio de
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mercado que supera los 1,25 billones de euros (Wijffels y Barbosa, 2010), siendo los
suplementos alimenticios y nutracéuticos, como carotenoides, vitaminas o acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) los principales productos obtenidos a partir de ellas (Alhazzaa et al.
2018). Ademas, se estan comercializando también compuestos de alto valor afiadido obtenidos
a partir de microalgas para su uso en la industria cosmética o farmacéutica, y se estudia el uso
de algunas cepas microalgales como un sistema alternativo para la expresion de proteinas
heterdlogas, incluyendo anticuerpos y otras proteinas terapéuticas (Fajardo et al. 2019). Por
otra parte, las microalgas tienen gran importancia en acuicultura para la alimentacién de
moluscos bivalvos y rotiferos y, en los ultimos afios, se ha empezado a implantar su uso como
suplemento en dietas para peces (Stabili et al. 2019). Otra aplicacién importante de las
microalgas es su utilizacion para depurar aguas residuales procedentes de actividades
industriales, agricolas o urbanas (Nirmalakhandan et al. 2019; Li, H et al. 2020). Dentro de todas
estas aplicaciones, destacan las que estan ligadas al medioambiente y al fomento de la economia
circular, como las que se indican a continuacion.

1.4.1. Residuos industriales

El cultivo de microalgas en diferentes aguas residuales industriales, para su depuracién y
aprovechamiento de la biomasa, se estd convirtiendo en los Ultimos afios en una de las
principales lineas de investigaciéon en el campo de las microalgas. Aunque este método de
depuracion de aguas residuales comenzd a desarrollarse a finales de los afios 80 (Chevaliery de
la Noue, 1985; Gantar et al. 1991), ha sido en los ultimos 10 afios cuando el numero de
investigaciones en este campo se ha incrementado considerablemente, superando las 2500
publicaciones respecto a las no mas de 300 de los 10 afios previos (Pacheco et al. 2020). Este
proceso se basa, principalmente, en la utilizacion como medio de cultivo para las microalgas de
aguas residuales ricas en algun nutriente esencial, o que contengan trazas de micronutrientes.
Las microalgas asimilan esos nutrientes durante su crecimiento, retirandolos del medio, para
que posteriormente, tras realizar la separacion del agua tratada, la biomasa de microalgas pueda
ser utilizada para la obtencién de otros compuestos de interés (Figura 1.4).

Cultivo de microalgas
(Asimilacién de los nutrientes

Compuestos beneficiosos
procedentes de microalgas

Figura 1.4. Proceso estandar de cultivo de microalgas en aguas residuales industriales.

El tratamiento de aguas residuales industriales mediante microalgas tiene una gran cantidad de
ventajas. Una de las principales es el abaratamiento de los costes, tanto en la produccién de
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biomasa como en la depuracidn, ya que, por un lado, muchos de los nutrientes que requieren
las microalgas para su crecimiento estan presentes en este tipo de residuos, evitando el coste
que llevaria suministrarlos al medio de cultivo; y, por otro lado, los costes y la energia necesarios
para el método de depuracién con microalgas son mucho menores que para uno tradicional
(Roostaei y Zhang, 2017). Asi, se ha demostrado que en Espafia la energia requerida para un
tratamiento convencional de aguas residuales es de 0,5 kWh/m3, mientras que, usando un
método basado en microalgas, se necesita una energia de 0,2 kWh/m3 (Acién-Fernandez et al.
2018). Finalmente, cabria destacar también que en este tipo de tratamientos se produce una
alta reduccién del aporte de CO,, al combinar la fijacién de este compuesto por parte de las
microalgas con la ausencia de emisiones, que si se producen en el proceso tradicional
(Nagaranjan et al. 2020).

Los tipos de residuos se pueden clasificar en residuos procedentes de actividades econdmicas
(industria, agricultura o ganaderia) y residuos domésticos.

Los residuos procedentes de actividades econdmicas comprenden el grupo mas heterogéneo, e
incluyen desde pesticidas o abonos agricolas, hasta residuos procedentes de diferentes
actividades industriales tales como la industria textil, vinicola, farmacéutica o alimentaria, que
afectan principalmente al ecosistema acudtico (Lizzul et al. 2014; Xu et al. 2006). La composicion
de este tipo residuos varia en funcién de su procedencia, asi, mientras que los residuos agricolas
tienen mayores cantidades de nitrogeno, fosforo, cobre o azufre (presentes en abonos o
pesticidas), los residuos de la industria alimentaria o vinicola poseen mayor concentracion de
azucares o moléculas que pueden ser fuente de carbono asimilables por las microalgas. Shi y
colaboradores (2007) cultivaron la microalga Tetraselmis obliquus en un medio con altas
concentraciones de acido acetilsalicilico con una tasa desaparicién del compuesto superior al
90%. Otras especies muy utilizadas son algunas Trebouxiophyceae, como es el caso del género
Chlorella, para retirar residuos procedentes de la produccidn de aceite de palma (Ding et al.
2020), o de la industria textil (Lim et al. 2010); o el género Scenedesmus para retirar nonilfenol
procedente de la produccidn de detergentes (He et al. 2016), o carbamazepina de residuos de
la industria farmacéutica (Xiong et al. 2016). La utilizacién de las Trebouxiophyceae v,
especialmente, el género Chlorella de forma mayoritaria en el tratamiento de aguas residuales
industriales, ha sido justificada debido a su pequefio tamafio y su gran ratio superficie/volumen,
lo que le otorga una mayor facilidad para asimilar los nutrientes, asi como para la produccion de
una sustancia llamada clorelina, que actia como antibacteriana y es capaz de inhibir el
crecimiento de otras microalgas presentes en el medio (Marchelo et al. 2015).

El otro tipo de residuos serian las aguas procedentes de residuos domésticos y de las plantas de
tratamiento y depuracion de ndcleos urbanos. Este tipo de residuos es rico en macronutrientes
como pueden ser carbono, nitrégeno o fésforo, ya que provienen mayoritariamente de la
descomposicidon de restos organicos. Entre las microalgas cultivadas con este tipo de aguas
residuales existe también una mayor preferencia sobre la clase Trebouxiophyceae, ya que
diferentes lineas de investigacion han concluido que este tipo de organismos son capaces de
retirar por encima del 80% de los iones amonio, fosfato, nitrato u ortofosfato del medio (Lizzul
et al. 2014; Yadav et al. 2019; Hossain et al. 2020).

Con todos estos datos se podria concluir que la utilizacién de microalgas para el tratamiento de
aguas residuales, es un proceso eficiente y potencialmente aplicable para aguas residuales de
origen industrial, agricola o doméstico. Sin embargo, su utilizacién habitual en las industrias y
en las plantas de tratamiento de aguas presenta algunas limitaciones que deben ser
solucionadas, como la duracién del tratamiento, la validez del proceso en condiciones
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ambientales adversas o la calidad del agua depurada (Acién et al. 2016). Para solventar este tipo
de problemas, se estan buscando microalgas aisladas de las propias aguas residuales o que sean
cepas robustas capaces de tolerar condiciones ambientales muy adversas (Sydney et al. 2011).
Por otra parte, se estan buscando también modos de operacion alternativos con menor
dependencia de la disponibilidad de luz y de CO,, como el cultivo mixotréfico. Diferentes
estudios han demostrado que los cultivos mixotréficos ofrecen grandes ventajas con respecto a
los cultivos fotoautotréficos o heterotroficos, tales como una menor dependencia de la luz, una
mayor tasa de crecimiento y densidad celular, una mayor tolerancia a la fotoinhibicién y al dafo
fotooxidativo de las células o una mayor productividad de lipidos debido a un mejor control de
la ratio C/N (Rengel et al. 2018; Nirmalakhandan et al. 2019).

No obstante, la utilizacion de aguas residuales que puedan contener compuestos toxicos
imposibilita el posterior uso de la biomasa de microalgas, como componente alimentario o para
su aplicacidn sobre seres vivos. Como consecuencia, las principales aplicaciones para las que se
utiliza esta biomasa son la generacion de energia mediante pirdlisis (Vargas e Silva y Monteggia,
2015; Ferreira et al. 2020) y la produccién de lipidos para la obtencidn de biocombustibles
(Kumar et al. 2016; Cuevas Castillo et al. 2020). Los resultados obtenidos en este tipo de estudios
indican que las microalgas vy, en especial las microalgas clorofitas de la clase
Trebouxionophyceae, pueden ser utilizadas de forma sinérgica como potenciales depuradores
de residuos, y como productoras de diferentes compuestos de interés en procesos
medioambientalmente sostenibles y econémicamente viables.

1.4.2. Metales pesados

Ademas de residuos ricos en macronutrientes, las actividades agricolas e industriales generan
otra serie de residuos que son tdxicos para los organismos vivos, incluso a muy bajas
concentraciones, como son los metales pesados. Los metales pesados se pueden definir como
elementos con una densidad mayor de 5 g cm, entre los que se incluyen elementos trazas
esenciales para las microalgas, como el cobre, el hierro, el manganeso, o el zinc; y elementos
gue no son necesarios para la supervivencia celular, como el cadmio, el plomo, el mercurio o el
metaloide arsénico. Este tipo de elementos son liberados al medioambiente como consecuencia
de diferentes actividades humanas, siendo muy dafiinos para los ecosistemas acuaticos y para
los organismos que lo componen, asi como para la salud humana (Salama et al. 2019).

Las caracteristicas que hacen que este tipo de contaminantes sean tan dafinos son su
persistencia y su toxicidad a bajas concentraciones. Como no son biolégicamente degradables,
se quedan en el ecosistema hasta que son absorbidos por algin organismo, provocdndole graves
alteraciones. Tras una larga exposicion a estos elementos, los organismos pueden sufrir un
incremento de las concentraciones de ROS, que provocan modificaciones en el metabolismo
celular, mutagénesis aleatoria del ADN o reacciones alérgicas, entre otras (Suresh Kumar et al.
2015). Debido a estos problemas, los metales pesados estan considerados como uno de los
elementos mas toxicos para el medio ambiente y la normativa de la EPA (Environmental
Protection Agency) establece concentraciones muy bajas para los limites permitidos de estos
elementos en agua. En su normativa de 2016, los limites de concentracién maxima de As, Cd, Cr,
Hgy Pb son 0,01; 0,005; 0,1; 0,002 y 0,015 mg L}, respectivamente (USEPA, 2016).

Por otra parte, la imposibilidad de metabolizar la mayor parte de los metales pesados hace que
solo puedan ser bioacumulados y pasen a través de los distintos organismos de la cadena tréfica
(Figura 1.5), alcanzando a la poblacion humana, lo que se convierte no solo en un problema
medioambiental, sino también de salud publica. El peligro mds grave en estos casos es que se
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produzca la biomagnificacidn, es decir, la bioacumulacion progresiva de un elemento téxico a lo
largo de los distintos niveles troficos, llegando a alcanzar concentraciones muy altas en los
organismos de los niveles superiores (Wang, 2002). Diferentes estudios muestran que el metil-
mercurio (MeHg), el Cd o el Pb son compuestos que se biomagnifican en las cadenas troficas
marinas, afectando principalmente a los consumidores terciarios (Ali y Khan, 2018). Por todo
esto, es necesario profundizar mds en estudios de bioacumulacién de metales pesados en las
microalgas, que forman parte del fitoplancton y se encuentran en la base de la cadena tréfica
acuatica y marina.

Consumidores
cuaternarios

Biomagnificacion

Bioacumulacion
Sedimentos con residuos de metales pesados

Figura 1.5. Transferencia de metales pesados a través de la cadena tréfica.

Frente al aumento de la contaminacidén por metales pesados, se han desarrollado diferentes
procesos de remediacidn. Tradicionalmente se han llevado a cabo procesos de precipitacion
guimica mediante hidréxidos, carbonatos o sulfidas, oxidacion o reduccidon quimica,
coagulacién, intercambio idnico mediante resinas, adsorcién, electrodeposicién o electrodialisis,
entre otras. Sin embargo, estos procesos presentan grandes desventajas, como los altos costes
de operacion y mantenimiento o la contaminacion que se produce derivada de los mismos,
ademds, muestran una gran ineficacia a concentraciones bajas (inferiores a 100 mg L'?) (Leong y
Chan 2020).

Por esto, es necesario el desarrollo de nuevas técnicas de remediacién que cumplan los
siguientes requisitos: ser eficientes a un amplio rango de pH y concentraciones del metal, no
generar contaminantes de otro tipo en el proceso, no requerir grandes cantidades de energiay
conseguir un alto grado de eliminacion del metal del medio (Suresh Kumar et al. 2015). En este
contexto, las técnicas de biorremediacién aparecen como una prometedora alternativa. Los
primeros estudios de biorremediacién surgieron a comienzo de la década de 1990 utilizando
diferentes tipos de bacterias (Blake et al. 1993; Gadd, 1993); sin embargo, el rango de
organismos se ha ido ampliando y, actualmente, se han descrito procesos de biorremediacidn
basados en bacterias, hongos, microalgas, o plantas.

De entre todos los organismos que pueden llevar a cabo procesos de biorremediacion, las
microalgas presentan prometedoras caracteristicas. Su alta eficiencia fotosintética, su
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estructura celular sencilla, su capacidad para vivir a temperaturas y pH extremos, altas
concentraciones de sal o en limitacién de nutrientes, ademas de su alta relacidon superficie-
volumen o su alta velocidad de crecimiento, en comparacién con la de plantas superiores, las
colocan como uno de los organismos mas adecuados para el tratamiento de zonas contaminadas
por metales pesados. Ademas, las microalgas utilizadas en procesos de biorremediacion de
metales pesados han demostrado su viabilidad para ser utilizadas posteriormente para la
produccién de biocombustibles, debido al aumento del contenido en lipidos neutros que se ha
observado en presencia de metales pesados (Abinandan et al. 2019).

Los dos procesos por los cuales las microalgas eliminan del medio metales pesados son: el
proceso metabdlico pasivo de la bioadsorcion, y el proceso metabdlico activo de la
bioacumulacién (Suresh Kumar et al. 2015) (Figura 1.6). La adsorcidn pasiva o bioadsorcién es
un proceso rapido donde los componentes de la pared celular de las microalgas se unen a los
diferentes cationes de los metales pesados mediante interacciones idnicas, enlaces covalentes,
o formacién de complejos. Por otra parte, la bioacumulacién es un proceso mas lento que
implica el transporte activo del metal hasta los diferentes organulos celulares, entre los que
destacan principalmente las vacuolas, y que implica a moléculas del interior de la célula, como
las PCs, las cuales se unen al metal y lo transportan hasta las vacuolas (Leong y Chan, 2020).

Enlace covalente

N bz |
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crivi) == Cr()
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Figura 1.6. Mecanismos de bioadsorcion y bioacumulacion de metales pesados en su forma de catién
(HM*) en microalgas. Adaptado de Leong y Chang, 2020.

Estudios previos han demostrado que diferentes especies de Chlorella y Spirulina son capaces
de eliminar grandes cantidades de Cu. Uno de los estudios mas prometedores es el llevado a
cabo por Doshi y colaboradores, utilizando Spirulina spp. (2007), que describen la acumulacidn
de 389 mg Cu g de biomasa. También se han llevado a cabo estudios de bioeliminacién de Cd
del medio de cultivo, utilizando Chlorella mimutissima (Yang et al. 2015), obteniéndose
concentraciones de cadmio intracelulares de 303 mg g®. Por otro lado, se han realizado
bastantes estudios con Cr en sus diferentes estados de oxidacion, aunque en estos casos el nivel
de acumulacién ha sido menor que con Cd o Cu (Leong y Chan, 2020). Un menor numero de
estudios se han llevado a cabo en el caso del As, sin embargo, parece prometedor el
comportamiento de ciertas algas clorofitas, como es el caso de Scenedesmus almeriensis, que
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es capaz de eliminar el 40% del arsénico total del medio de cultivo (Saavedra et al. 2018). A pesar
de todo esto, aulin es necesario profundizar en los mecanismos por los cuales algunas microalgas
son capaces de tolerar mejor la presencia de metales pesados y de acumularlos en mayor
proporcion.

1.4.3. Acuicultura

Otra de las aplicaciones de las microalgas es su utilizacidon en acuicultura. La acuicultura, que
surgio en la década de los 70 y ha tenido un crecimiento exponencial desde entonces, ha
demostrado ser una alternativa de la pesca extractiva, que proporciona productos de calidad
uniforme y permite satisfacer la demanda de pescado de gran parte de la poblacidn, evitando la
esquilmacién de los caladeros. En el afio 2016, la produccién total de peces en el mundo fue de
170 millones de ton, de los cuales 90,9 fueron de capturas y 80 se produjeron mediante la
acuicultura, lo que quiere decir que la acuicultura proporciona actualmente casi el 50% del
pescado que se consume en el mundo, frente al 15% que representaba en 1990 o al 25% que
representaba en el afio 2000 (Vigara y Vega, 2020). Esta demanda va en aumento debido al
incremento de la poblaciény, como consecuencia, se esta produciendo un gran deterioro de los
ecosistemas marinos.

Sin embargo, la acuicultura actual estd lejos de ser una actividad sostenible (Martinez-Porchas
y Martinez-Cordova, 2012). Algunos de los problemas medioambientales derivados de la
acuicultura son: la destrucciéon de los ecosistemas, ya que se crean granjas acuicolas en
ecosistemas marinos existentes introduciendo, en ciertas ocasiones, especies exéticas; su alto
nivel de residuos, que termina por contaminar el agua; la acidificacion y nitrificaciéon de los
ecosistemas debido a los residuos generados; o la alta mortalidad de los peces, lo que ocasiona
el uso excesivo de antibidticos para evitar las enfermedades (Ticina et al. 2020). Otro problema
proviene de las harinas de pescado o animales terrestres que se usan en acuicultura como fuente
de proteinas. Por un lado, la demanda de estas harinas crece a un ritmo mas alto que la oferta,
por lo que es necesario buscar alternativas para su produccién; por otro lado, este tipo de
harinas y aceites también son caros, escasos y poco sostenibles. Frente a esto, la FAO ha dado
como prioridad buscar fuentes de alimentacion alternativas con alto contenidos en PUFAs
(Alhazzaa et al. 2018).

Una de las soluciones propuestas para estos problemas es el uso de microalgas para la
alimentacién en acuicultura, ya que este tipo de microorganismos poseen innumerables
ventajas, entre las que destaca la posibilidad de integrar su produccién con los demds procesos
de la explotacidn acuicola, seglin el modelo de la acuicultura multitréfica integrada (Figura 1.7).
En este proceso, las microalgas son capaces de reutilizar la mayor parte de los residuos organicos
que generan los peces, asimildndolos como fuente de nutrientes para su propio crecimiento.
Entre estos residuos, la acumulacion de amonio se ha descrito como causante principal de la
elevada mortalidad de peces en acuicultura, debido a sus efectos sobre sistema nervioso
(Randall y Tsui, 2002). Frente a esto, las microalgas pueden jugar un papel fundamental al
asimilar altas cantidades de amonio, que utilizan como fuente de nitrégeno para la sintesis de
sus aminoacidos y proteinas. Ademas, las microalgas son grandes fijadoras de CO; y productoras
de O; lo que, por un lado, evita que haya acidificacidon del agua y, por otro lado, ayuda a su
oxigenacion (Figura 1.7). Finalmente, la biomasa de microalgas generada puede ser ingerida
como complemento nutricional por los peces, cerrando el ciclo de la acuicultura multitrofica
integrada (Stabilli et al. 2019).
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Figura 1.7. Esquema de la produccion acuicola basada en la presencia de microalgas en el medio.
Adaptado de Lu et al. 2019.

De entre todos los organismos fototroéficos, las microalgas también han destacado como una
fuente con un elevado valor proteico, siendo utilizadas desde hace décadas en alimentacion,
tanto humana como en piensos de animales. A pesar de esto, el nUmero de microalgas utilizadas
para estos fines es alin muy bajo, estando permitidas para el consumo humano tan solo varias
especies de los géneros Spirulina, Chlorella o Tetraselmis. Ademas, el alto coste del cultivo de
microalgas a gran escala, ha hecho que su produccidon se dirija principalmente hacia la
produccién de cosméticos, farmacos u otros productos de alto valor afiadido (Chen et al 2016).
Sin embargo, su uso en acuicultura para alimentacion de peces ha empezado a potenciarse en
los ultimos afos, ya que son facilmente digeribles. Recientemente se ha descrito la capacidad
de los peces para asimilar hasta el 80% del contenido proteico de las microalgas (Gamboa-
Delgado y Marquez-Reyes, 2018). Asimismo, en acuicultura se utilizan actualmente harinas de
origen animal que aportan proteinas de baja calidad (Shah, 2017), por lo que las microalgas,
ademas, podrian mejorar este aspecto fundamental para la alimentacidn de los peces.

Sin embargo, se conoce muy poco sobre el contenido proteico de las microalgas y de su perfil
aminoacidico. Los pocos estudios realizados con microalgas datan de los afios 90 (Brown, 1991)
y se centran en unas pocas especies, por lo que resulta complicado establecer si el perfil
aminoacidico varia entre grupos taxondmicos, de forma similar al perfil lipidico y de
carotenoides. En este punto, la literatura es bastante contradictoria ya que, mientras algunos
articulos muestran que no existen diferencias significativas entre los grupos (Brown, 1991;
Brown y Jeffrey, 1992), otros indican ciertas variaciones respecto a los grupos taxondmicos
(Lourenco et al. 2004; Dawczynski et al. 2007). Ademads, hay que tener en cuenta que existen
muchos factores que pueden alterar tanto el porcentaje proteico en las microalgas como su
composicidon aminoacidica, tales como el momento del ciclo celular o la disponibilidad y el tipo
de nutrientes suplementado.

Uno de los principales factores de importancia respecto al perfil aminoacidico en las microalgas
y su utilizacién en acuicultura es la presencia de aminodcidos esenciales, que son aminodacidos
gue no pueden sintetizar los peces por si mismos vy, por lo tanto, necesitan tomarlos a través de
los alimentos (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Clasificacion de aminoacidos segtin sus necesidades nutricionales.

Otro parametro importante y poco estudiado es el perfil de aminoacidos libres de las microalgas.
Este tipo de aminodacidos, al no estar ligados a proteinas, son mas facilmente asimilables y
podrian ser una excelente fuente de aminoacidos esenciales para la acuicultura. Sin embargo,
en este caso existen alin menos estudios, y la mayor parte de ellos no utilizan mds de cinco o
seis especies diferentes de microalgas (Martin-Jézéquelet al. 1988; Derrien et al. 1998), por lo
gue no puede establecerse ninguna correlacion entre las diferencias en el perfil de aminoacidos
libres y el grupo taxonémico al que pertenecen las microalgas. Todo esto, hace que para valorar
la calidad nutricional de diferentes tipos de microalgas y su uso en acuicultura, sea necesario
realizar un estudio mas profundo de su perfil aminoacidico, tanto a nivel estructural como de
aminodcidos libres, basado en un gran nimero de microalgas y con una variabilidad taxondmica
amplia.

1.5. Las microalgas dentro de la economia circular

La economia circular es un concepto novedoso que se basa en el desarrollo de mecanismos de
produccién que sean sostenibles y respetuosos con el medio ambiente. Este concepto se ha ido
introduciendo de manera gradual en la sociedad y en el mundo cientifico, aumentando de forma
exponencial el nimero de publicaciones que lo mencionan desde el afio 2016. El modelo de
economia circular surge frente al modelo actual de produccién lineal, donde las materias primas
son recolectadas de la naturaleza, utilizadas para producir diferentes compuestos que satisfagan
las necesidades de la poblacidn y, posteriormente, desechadas como residuos. Contra este
modelo, la economia circular potencia la reutilizacion, reparacion, reciclaje y redisefio de los
desechos para proporcionarles un nuevo uso (Geissdoerfer et al. 2017) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Modelo de economia circular.

El auge de este modelo econdmico se debe principalmente a que las previsiones futuras relatan
un gran aumento de la poblacién mundial, lo que requerird una mayor cantidad de materias
primas para poder asumir sus necesidades. La continuidad del modelo lineal peligra dado que
los recursos del planeta son finitos y no podran abastecer a la poblacion de los productos
demandados (Hanumante et al. 2019). Frente a esto, son ya muchos los sectores que estan
llevando a cabo el desarrollo de un modelo basado en un menor consumo de recursos naturales,
cumpliendo asi uno de los objetivos de la denominada Agenda 2030, propuesta por la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) (Hanumate et al. 2019).

En este nuevo modelo, las microalgas pueden jugar un papel muy importante para ciertos
sectores industriales, ya que pueden cultivarse en medios con diferentes tipos de residuos,
como los mencionados en el apartado 1.4.1., y utilizarse posteriormente para la obtencién de
otro tipo de bioproductos demandados por la sociedad, reduciendo las materias primas
necesarias y los residuos desechados al medio ambiente (Lai et al. 2019). Sin embargo, hasta
ahora no se han realizado muchos estudios referentes al papel de las microalgas en la economia
circular, por lo que se presenta como una opcidn atractiva a explorar. Algunos ejemplos
describen el cultivo de microalgas con diferentes residuos para producir biocombustibles (Patel
et al. 2020), proteinas (Lai et al. 2019) o compuestos de alto valor afiadido (Nagaranjan et al.
2020).

Para conseguir una tecnologia de economia sostenible utilizando microalgas Fabris vy
colaboradores (2020) proponen el desarrollo de unos conocimientos basicos previos para poder
llevar a cabo un proceso medioambientalmente sostenible y econdmicamente viable. Los pasos
a seguir son los siguientes:

- En primer lugar, se ha de disefiar un experimento que sea capaz de testear diferentes
especies, tanto silvestres como modificadas genéticamente, con el fin de seleccionar
aquellas que puedan tener las caracteristicas iddneas: una alta velocidad de
crecimiento, una gran robustez frente a factores ambientales adversos y una capacidad
de producir compuestos que puedan ser llevados al mercado.
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- El siguiente paso es tener un conocimiento avanzado del fenotipo del organismo. Para
ello entran en juego el uso de las diferentes técnicas édmicas, que permiten un estudio
completo del organismo en los diferentes niveles de expresién, mientras esta sometido
a distintas condiciones. Este paso permitira establecer qué tipo de compuestos son
generados en mayor cantidad por los organismos en las distintas condiciones.

- Posteriormente, se ha de llevar a cabo el disefio experimental a gran escala, en lo que
denominan Industria 4.0. En este nivel se deben probar los diferentes disefios
experimentales de biorreactores con el fin de encontrar el modelo de produccién
optimo.

- Finalmente, se le debera asignar una aplicacién a la biomasa obtenida en funcién de los
conocimientos obtenidos en las fases previas. Este paso es donde se ha de asegurar la
viabilidad econémica del proceso.

1.6. Chlorella sorokiniana

1.6.1. Descripcion

Chlorella sorokiniana es una microalga clorofita que pertenece a la clase Trebouxiophyceae
(Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacidn de la microalga Chlorella sorokiniana.
Clasificacion de
Chlorella sorokiniana

Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Division Chlorophyta
Clase Trebouxiophyceae
Orden Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Género Chlorella

La caracteristica principal del género Chlorella es una pared celular con alto contenido en
carbohidratos, siendo la glucosamina el componente principal (Huss et al. 1999). Se trata de un
grupo de microalgas robustas debido a su rigida pared celular, por lo que son muy adaptables a
un gran numero de habitats, incluyendo condiciones ambientales adversas. Algunas especies de
este género han sido usadas de forma generalizada en agricultura o como alimento rico en
proteinas para consumo animal, encontrandose en este género también una de las pocas
especies de microalgas cuya comercializacién para consumo humano esta permitida. Las cuatro
principales especies de este género, segun la clasificacién filogenética dada por Huss y
colaboradores (1999), son Chlorella vulgaris, Chlorella lobophora, Chlorella kessleriy Chlorella
sorokiniana.

C. sorokiniana (Figura 1.10) es una microalga de agua dulce que ha sido aislada de diversos
habitats, entre los que se incluyen residuos urbanos y granjas (Cui et al. 2020); zonas con altas
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concentraciones de metales pesados, como rios que sufren efluentes de fabricas de acero o
refinerias (Ruiz-Dominguez et al. 2016; Varshney et al. 2018) o suelos con alto contenido en Cd
(Yoshida et al. 2006); asi como en diferentes puntos del mundo tales como China (Wan et al.
2012), Sudafrica (Ramana et al. 2014), o Tunez (Jazzar et al. 2016); por lo que se puede concluir
que C. sorokiniana es una microalga con una gran capacidad de adaptacion a diferentes
ecosistemas y un importante papel biotecnolégico. Por otra parte, se trata de un alga mesofilica,
es decir, puede tolerar temperaturas relativamente altas en comparacién con otras microalgas.
Su temperatura dptima de crecimiento es 37 °C, sin embargo, se ha descrito que esta microalga
puede llegar a crecer a temperaturas superiores a 45 °C (Yoshida et al. 2006).

Figura 1.10. Foto al microscopio de la microalga Chlorella sorokiniana.100X

C. sorokiniana también es una microalga con una alta tasa de division celular, lo que hace que
tenga un rapido crecimiento y un alto consumo de nutrientes. Recientes estudios han mostrado
que parece crecer mejor en condiciones de cultivo mixotréficas (Marchelo et al. 2018), ya que
puede obtener el carbono mediante fijacién fotosintética y mediante asimilacién de las fuentes
organicas del medio. Por todo esto, la microalga C. sorokiniana puede ser considerada como un
organismo con gran potencial biotecnoldgico, aunque al no ser un organismo modelo como
Chlamydomonas reinhardtii, aun se desconoce mucho sobre ella y es necesario seguir
investigando en esa direccion.

1.6.2. Aplicaciones biotecnolégicas y medioambientales de Chlorella sorokiniana

El interés por la microalga C. sorokiniana ha ido incrementando de manera exponencial en los
ultimos anos. Si miramos las bases de datos existentes, vemos que hasta el afio 2010 se habian
publicado una media de diez articulos al afio que incluian el nombre de esta microalga. Entre
2010y 2015, la media de articulos sube hasta unos 35-40 por afio, incrementandose hasta 120
articulos por afio en 2019 (Web of Science database), lo que nos indica que esta microalga esta
ganando protagonismo desde el punto de vista biotecnoldgico.

La aplicacién biotecnoldgica mds estudiada de C. sorokiniana es su utilizacion para el
tratamiento de diferente tipo de residuos industriales y su implicacidon en procesos basados en
la economia circular (Figura 1.9). En este contexto, la microalga ha sido cultivada con residuos
industriales como el suero de leche (Riafio et al. 2016), en extractos residuales procedentes de
la produccidn de macroalgas laminares (Zheng et al. 2017), expuesta a gases procedentes de la
combustién de hidrocarburos (Lizzul et al. 2014), asi como en aguas provenientes de granjas (Cui
et al. 2020) o aguas residuales procedentes de nucleos urbanos (Rani et al. 2019).

Aunque se ha demostrado que C. sorokiniana es una excelente microalga para ser utilizada en
el tratamiento de diferentes tipos de residuos, estos procesos no son viables per se, por lo que
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se ha intentado rentabilizar los procesos mediante la extraccion simultdanea de compuestos de
interés. El compuesto principal que se ha extraido de esta microalga, y no solo en cultivos con
residuos, son los lipidos. La produccién de lipidos neutros, que cumplen los estdndares
requeridos para su utilizacion como biocombustibles (Kumar et al. 2016), ha hecho que se
incremente su interés, principalmente en cultivos mixotréficos con diferentes fuentes de
carbono, como glucosa, acetato o glicerol (Kumar et al. 2016, Li et al. 2014, Nanda et al. 2019).

C. sorokiniana es también una microalga con un alto contenido proteico, que puede llegar hasta
un 50% del total de su peso seco (Tan et al. 2020), lo que la convierte en una alternativa muy
interesante para la produccién de diferentes tipos de proteinas y aminodacidos de uso
alimentario. En este contexto, recientes estudios como los de Ballesteros-Torres y
colaboradores (2019), y Tan y colaboradores (2020) ponen de manifiesto la importancia de las
proteinas de C. sorokiniana. Por otra parte, otros estudios han mostrado la capacidad de esta
microalga para producir otro tipo de compuestos de alto valor afiadido, como almiddn (Li et al.
2015) o carotenoides (Yun et al. 2019).

Finalmente, la capacidad de C. sorokiniana de crecer en ecosistemas con altos niveles de
bacterias y sobrevivir frente a éstas, ha dado lugar a investigaciones que han puesto en valor
propiedades antibacterianas de esta microalga (Li et al. 2016), asi como otras que demuestran
gue ciertos componentes no identificados, que forman parte de su pared celular, pueden inhibir
el crecimiento de células tumorales en ratones y humanos (Ishiguro et al. 2020).

Todos estos estudios ponen de manifiesto el importante potencial de la microalga C. sorokiniana
desde el punto de vista biotecnoldgico, en general, y medioambiental, en particular.

1.7. Ingenieria genética de microalgas como elemento potenciador en sus
aplicaciones biotecnolagicas

Para conseguir la viabilidad econdmica de los procesos biotecnoldgicos basados en microalgas,
una de las opciones mas prometedoras es la mejora genética. Mediante esta técnica pueden
generarse cambios en el ADN que conduzcan a la produccién de una mayor cantidad de los
compuestos deseados, o que permitan a las microalgas tolerar mejor ciertas condiciones de
estrés desfavorables para su crecimiento, mejorando asi la viabilidad del proceso. Las principales
aproximaciones de la mejora genética en microalgas son la mutagénesis aleatoria y la
manipulaciéon genética molecular. Ademas, en los Ultimos afios se han empezado a aplicar a
varias especies de microalgas técnicas de edicidon del genoma, como CRISPR-Cas, capaz de
generar mutantes knock out dirigidos de forma simple y eficaz.

La técnica mas simple utilizada es la mutagénesis aleatoria. Para ello se aplica a las microalgas
un agente mutagénico como luz UV, agentes quimicos o diferentes tipos de radiacién. Esta
técnica tiene la ventaja de ser muy facil de realizar y poco costosa. Ademas, no presenta
problemas del tipo legal, ya que los organismos no son considerados organismos genéticamente
modificados (GMO). Sin embargo, se trata de una técnica que, al no ser dirigida, da lugar a un
gran numero de mutantes que requieren exhaustivos cribados para obtener uno con las
caracteristicas deseadas. La mutagénesis aleatoria se ha utilizado recientemente para aumentar
la produccidon de carotenoides (Kim et al. 2020a), o para buscar microalgas mutantes que vivan
mejor en aguas residuales urbanas (Zhou et al. 2019).
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La manipulacién genética molecular, por otra parte, consiste en la insercidon de un fragmento de
ADN (homdlogo o heterdlogo) que incluye el gen de interés en el genoma de la microalga. Este
proceso se puede realizar mediante diferentes técnicas entre las que podemos destacar:

- Agitacién con perlas de vidrio: se basa en la permeabilizacién de las células con
polietilenglicol y su posterior agitacién con perlas de vidrio, que hacen que el ADN
del medio se introduzca en la célula. Es un método que se empezd a desarrollar en
hongos y que, en microalgas, es muy utilizado en mutantes deficientes en la pared
celular (Diaz-Santos et al. 2015).

- Electroporacion: este método se basa en la aplicacion de uno o varios pulsos
eléctricos, que propician la entrada del ADN a través de la membrana celular. En
este proceso es muy importante optimizar la osmolaridad del medio, el nimero y
duracion del pulso o la intensidad del pulso eléctrico, ya que la eficiencia de la
transformacidn depende de todos estos pardmetros. Este método se ha utilizado
con diferentes tipos de microalgas, obteniendo transformaciones estables (Kania et
al. 2019; Chen y Hu, 2019).

- Bombardeo de particulas: en el bombardeo de particulas, el ADN es depositado
sobre pequefias particulas de oro o tungsteno, que son bombardeadas hacia la
célula. Esta técnica ampliamente utilizada en células vegetales, ha demostrado ser
particularmente exitosa para la transformacién de diatomeas (Tanaka et al. 2014;
Diner et al. 2016) o clorofitas (Ledn et al. 2007).

- Agrobacterium tumefaciens: la co-infeccién con Agrobacterium es probablemente
el método mas versatil de manipulacidn genética, y ha permitido la transformacion
de una gran variedad de especies de miroalgas incluyendo Chlamydomonas
reinhardtii (Mini et al. 2018), Nannochloropsis gaditana (Radakovits et al. 2012), o
Tetraselmis chuii (Ubeda-Minguez et al. 2017). Basicamente consiste en introducir
el fragmento de ADN de interés en la bacteria Agrobacterium, que posteriormente
se cultivara con las microalgas a las que infecta, introduciendo el ADN en el genoma
microalgal.

Hay varias revisiones interesantes sobre los logros obtenidos en la manipulacidon genética de
microalgas (Ledn-Bafiares et al. 2004; Doron et al. 2016). Algunos ejemplos incluyen la obtencion
de microalgas capaces de autoflocular gracias a la expresién de genes floculantes de levadura
(Diaz-Santos et al. 2015), con mayor contenido de carotenoides (Couso, et al. 2012), o lipidos
neutros (Rengel et al. 2018)

En los ultimos afios ha tenido un gran desarrollo la técnica CRISPR-Cas en microalgas. Esta
técnica es capaz de editar el ADN de los diferentes organismos in vivo, pudiendo ser dirigida a
modificar la secuencia deseada con mas eficiencia y precisidon que otras técnicas previamente
mencionadas (Vigara y Vega,2020). Esta técnica se ha utilizado recientemente en microalgas
para aumentar la produccion de lipidos u otro tipo de compuestos de alto valor afiadido (Liny
Ng, 2020; Kim et al. 2020b).
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1.8. Objetivos de la Tesis

La microalga Chlorella sorokiniana posee un gran potencial biotecnoldgico debido a su gran
capacidad de crecimiento y robustez. Por ello, la presente tesis se ha centrado en profundizar
sobre las aplicaciones biotecnoldgicas de esta microalga, especialmente en las
medioambientales. En este contexto, los principales objetivos de esta tesis doctoral son:

1. Optimizar los parametros de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana e
investigar su viabilidad y su capacidad para acumular lipidos neutros en cultivos
semicontinuos, utilizando residuos industriales como fuente de nutrientes.

2. Investigar el efecto de diferentes metales pesados y metaloides sobre la microalga
Chlorella sorokiniana, estudiando su crecimiento, morfologia y metabolismo; vy
capacidad bioacumuladora.

3. Establecer un método de manipulacién genética mediante electroporacion para la
microalga Chlorella sorokiniana utilizando diferentes promotores heterdlogos, vy
optimizar la criopreservacién a -80 °C, por largos periodos de tiempo, de los
transformantes obtenidos.

4. Estudiar el perfil de aminoacidos, tanto estructurales como libres, de distintas especies
de microalgas, entre las que se incluya Chlorella sorokiniana; buscar una relacién entre
estos perfiles y la clasificaciéon taxondmica de las microalgas; y seleccionar las de mayor
valor nutricional, en base a su contenido en aminoacidos esenciales.
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2.1. Microorganismos empleados

2.1.1. Bacterias
Escherichia coli

La estirpe bacteriana empleada fue E. coli DH5a (genotipo supE44 AlacU169 ($80lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gryA96 thil relAl), utilizada rutinariamente para el mantenimiento y
propagacion de los plasmidos.

Acetobacter acetiii

La estirpe bacteriana empleada fue A. acetii MIM 2000/28 cedida por el profesor Francesco
Molinari de la Universidad de Milan.

2.1.2. Microalgas
Chlorella sorokiniana

Chlorella sorokiniana es una microalga Chlorophyta de agua dulce, que tiene un didmetro
aproximado de 1 um. Pertence a la clase Trebouxiophyceae y orden Chlorellales. Su genoma
consta aproximadamente de 9600 genes repartidos en 13 cromosomas. La cepa utilizada en este
trabajo es la Chlorella sorokiniana 211-32 obtenida de la coleccion de cultivos del IBVF (Sevilla,
Espafia).

Es una microalga robusta, con una pared celular compuesta principalmente por carbohidratos,
y capaz de crecer a alta velocidad y en un amplio rango de ecosistemas. Su temperatura éptima
de crecimiento es 37°Cy puede tolerar altos niveles de radiacién. Esta microalga fue aislada por
primera vez por Shihira y Krauss (1965).

Otras microalgas

Adicionalmente, en el Capitulo 6, se han utilizado 57 microalgas, de la coleccién de cultivos de
la Universidad de Huelva (UHU); de los grupos de investigacién de Ecotoxicologia, Ecofisiologia
y Biodiversidad de Sistemas Acuaticos del ICMAN (CSIC, Cadiz), de Marine Biotechnology de la
Universidade do Algarve (UALG) y del Area de Acuicultura y Recursos Marinos del IFAPA El
Torufio (Cadiz). La clasificacidn por especies de este grupo de microalgas y su procedencia viene
descrita en la Tabla 2.1:

Tabla 2.1. Clasificacion taxondmica y procedencia del listado de especies utilizadas en el Capitulo 6.

Especie Phylum Procedencia
Amphidinium carterae Miozoa ICMAN
Amphora sp. Bacillariophyta ICMAN
Anabaena flos-aquae Cyanobacteria ICMAN
Chaetoceros gracilis Bacillariophyta ICMAN
Chlamydomonas sp. Marruecos Chlorophyta ICMAN
Cryptomonas sp. Cryptophyta ICMAN
Cryptopreidiniopsoid sp. NOAA Miozoa ICMAN
Cyanobacterium enrichment culture clone CAWBG120 Cyanobacteria ICMAN
Cylindrotheca closterium Bacillariophyta ICMAN
Dicrateria sp. Haptophyta ICMAN
Dunaliella sp. Chlorophyta ICMAN
Exanthemachrysis gayraliae Haptophyta ICMAN
Gyrodinium dorsum Miozoa ICMAN
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Hemiselmis Cyclopea Cryptophyta ICMAN
Heterocapsa cf Pygmaea Miozoa ICMAN
Nannochloropsis gaditana CCMP 256 Ochrophyta ICMAN
Nannochloropsis gaditana CAL Ochrophyta ICMAN
Nannochloropsis gaditana IFB Ochrophyta ICMAN
Especie Phylum Procedencia
Nitzschia auequorea Bacillariophyta ICMAN
Nitzschia sp. Bacillariophyta ICMAN
Ochromonas sp. Ochrophyta ICMAN
Oscillatoria sp. Cyanobacteria ICMAN
Pavlova lutheri Haptophyta ICMAN
Phaeodactylum tricornutum Bacillariophyta ICMAN
Picochlorum oklahomense Xmm 5W5 Chlorophyta ICMAN
Picochlorum oklahomensis Chlorophyta ICMAN
Pleurochrysis cf. roscoffensis Haptophyta ICMAN
Porphyridium cruentum Rhodophyta ICMAN
Rebecca salina Haptophyta ICMAN
Rhodomonas salina Cryptophyta ICMAN
Synechococcus sp. Brown Cyanobacteria ICMAN
Synechococcus sp. syl green Cyanobacteria ICMAN
Synechococcus sp. (red) Cyanobacteria ICMAN
Synechocystis sp. Cyanobacteria ICMAN
Tetraselmis sp. Chlorophyta ICMAN
Tetraselmis sp. CCMP881 Chlorophyta ICMAN
Thalassiosira sp. Bacillariophyta ICMAN
Trebouxiophyceae sp. Shy53 Chlorophyta ICMAN
Chlamydomonas reinhardtii (21gr) Chlorophyta UHU
Chlorella sorokiniana Chlorophyta UHU
Chlorella zofingiensis Chlorophyta UHU
Dunaliella bardawil Chlorophyta UHU
Dunaliella salina Chlorophyta UHU
Isochrysis galbana (Huelva) Haptophyta UHU
Osteopsis cf. Ovata Miozoa UHU
Picochlorum sp. (UHU) Chlorophyta UHU
Scenedesmus almeriensis Chlorophyta UHU
Tetraselmis suecica Chlorophyta UHU
Chlorococcum sp. Chlorophyta UALG
Picochlorum maculatum Chlorophyta UALG
Tetraselmis rubens Chlorophyta UALG
Tetraselmis striata Chlorophyta UALG
Unicellular Ulvophyceae sp. Chlorophyta UALG
Chroomonas salina Cryptophyta IFAPA
Diacronema vikianum Haptophyta IFAPA
Isochrysis galbana (Cadiz) Haptophyta IFAPA
Pleurosigma sp. Bacillariophyta IFAPA

Tabla 2.1 Continuacion

2.2. Medios y condiciones de cultivo

2.2.1. Escherichia coli

La bacteria E. coli se cultivé en medio LB (Sambrook y Russell, 2001), que contiene: 10 g L' de
bactotriptona, 5 g L™ de extracto de levadura, y 5 g L' de NaCl. Se ajusté el pH a 7, y se esterilizd
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en autoclave. Cuando se indica se adiciond el antibidtico amipiclina a una concentracién final de
100 pg ml™. Para el crecimiento en placas se afiadié agar al 1% (p/v). El crecimiento en cultivos
liquidos se realizé en agitadores orbitales termostatizados a 37 °Cy con agitacion (150-200 rpm)
durante 14-16 h. El crecimiento en placas se realizd en estufas termostatizadas a 37 °C durante
el mismo tiempo.

2.2.2. Chlorella sorokiniana

La microalga C. sorokiniana fue cultivada en una camara de cultivo climatizada a una
temperatura de 25 °C con una iluminacidn continua con tubos fluorescentes de luz blanca a una
intensidad aproximada de 150 uE m? s de PAR en la superficie de los cultivos (Philips 30W/33),
a menos que se indique otra intensidad luminosa. Todas las intensidades de luz se midieron con
un fotoradidmetro Delta OHM quantum equipado con una sonda PAR para medir luz blanca.

Cultivos fotoautotroficos

En el caso de cultivos fotoautotroéficos, se utilizd el medio de cultivo descrito por Sueoka (1960)
que contenia por litro: 0,72 g de H,KPQO,, 1,44 g de HK;PO4-3H;0, 1 ml de MgS04-7H,0 (61 mg
ml?), 1 ml de CaCl, (20 mg ml?), 0,5 g de NH4Cl y 5 ml de Trazas Hutner. La composicidn de las
Trazas Hutner por litro es la siguiente: 10 g de EDTA, 2,28 g de H3BOs, 4,40 g de ZnSQO,4-7H,0,
1,02 g de MnCl,-4H,0, 1 g de FeS04:7H,0, 0,32 g de CoCl,-6H,0, 0,32 g de CuSO4-5H,0y 0,22 g
de Mo07024(NH4)6:4H,0. Ademas, los cultivos fotoautrdficos también recibieron una corriente de
aire enriquecido con un 5% v/v de CO,, que sirvio como fuente de carbono.

Cultivos mixotroficos

El modo habitual de cultivo de la microalga C. sorokiniana en este trabajo ha sido el mixotrdfico,
utilizando para ello el medio de cultivo TAP (Tris-Acetate-Phosphate) descrito para la microalga
Chlamydomonas reinhardtii (Harris, 2009), con concentraciones de acetato y amonio
optimizadas para la microalga C. sorokiniana. Este medio de cultivo contenia por litro: 0,006 g
de H,KPOQ4, 0,115 g de HK,PO4:3H,0, 0,1 g de MgS04:7H,0, 0,05 g de CaCly, 1,5 g de NH4Cl, 2,49
g de Tris base, 5,94 ml de acido acético glacial y 5 ml de Trazas Hutner, ajustando posteriormente
su pH a 6,7-7. Los cultivos mixotréficos también fueron sometidos a una agitacion constante de
150 rpm para optimizar las condiciones de crecimiento.

Adicionalmente, se llevaron a cabo cultivos mixotréficos utilizando lias procedentes de desechos
de vino en sustitucion del dcido acético. Para que estas lias pudieran ser utilizadas tuvieron que
recibir un pre-tratamiento donde se oxidd el etanol presente a acético. Para ello, las lias
obtenidas de las barricas de vino fueron cultivadas con la bacteria Acetobacter acetii a 28 °C,
con una agitacion de 300 rpm. Previamente, Acetobacter acetii fue crecida en medio YPD (20 g
L! peptona, 10 g L? de extracto de levadura y 20 g L™ de manitol) durante 48 h y recogida
mediante centrifugacién (4500 rpm, 5 min), resuspendiendo el pellet celular obtenido en las lias.
La oxidacidn de las lias por parte de Acetobacter acetii se llevé a cabo en 10 dias, obteniéndose
concentraciones de entre el 3 y el 5% v/v de 4cido acético y cantidades no significativas de
etanol. Tras este tiempo, se elimind la bacteria Acetobacter acetii mediante centrifugacion a
4500 rpm durante 20 minutos, siendo el sobrenadante las lias oxidadas utilizadas para el cultivo
de C. sorokiniana. La composicidn anidnica de esas lias se determiné mediante cromatografia
idnica, utilizando el cromatégrafo Metrhrom IC plus88, equipado con una columna Metrosep A
Supp 5 — 205 / 40" y un detector de conductividad con supresién catidnica. La fase movil de la
columna fue NaHCOs (1,404 mM) / Na,COs (3,368 mM), a un flujo de 0,7 ml min . Esta
composicion se muestra en la Tabla 2.2:
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Tabla 2.2. Composicién anidnica de las lias oxidadas utilizadas como fuente de carbono para el cultivo
mixotroéfico de Chlorella sorokiniana.

Concentracién (mg L?)

Acetato 50000
NOy 5,90
NOs 20,7

cl 56,8
Br 25,4
S0,2 606,4

PO, <LD

2.3. Cultivo en fed-batch y determinacion de los parametros cinéticos

El cultivo en fed-batch de C. sorokiniana se realizé en un reactor cilindrico de 2 L con agitaciény
vaso encamisado (STR), equipado con una turbina tipo Rushton, que genera una agitacion
horizontal, y un sistema de aireacidn filtrada, ambos conectados a un sistema de control central
Bio Controller ADI 1030 (Aplikon). El O; disuelto, la temperatura y el pH fueron controlados
mediante un sensor polarografico de oxigeno disuelto, un sensor Pt100 de temperatura y un
electrodo de pH, respectivamente (Figura 2.1).

Figura 2.1. Instalacion del reactor en el que se llevé a cabo el cultivo en fed-batch.

El procedimiento para llevar a cabo el cultivo fed-batch fue crecer un preindculo de C.
sorokiniana de 200 ml en medio TAP, con lias oxidadas como fuente de acetato, durante 3 dias
en condiciones estandar de cultivo. Posteriormente, los 200 ml fueron transferidos al reactor,
que contenia 1,5 L de medio TAP con lias. Las condiciones del reactor fueron: una temperatura
de 30 £ 2 °C, un pH de entre 6,7 y 7, una agitacion de 550 rpm y una intensidad de luz de 100 UE
m=2stde PAR en la superficie del reactor.

Cada 24 horas se tomaron muestras de 50 ml de cultivo. El cultivo se suplementé con 200 ml de
medio que contenia lias y fuente nitrogenada cada 96 horas, con el fin de suplir el volumen
perdido en las tomas de muestra. En cada adicién de nutrientes se tomé una muestra antes y
otra después de la misma para poder corroborar los valores obtenidos y el grado de dilucién.

Los parametros cinéticos calculados para determinar la eficiencia del cultivo fueron: la tasa de
crecimiento especifica (u), el tiempo de generacién (tp), el contenido de lipidos (Yix), el
rendimiento de lipidos (Ys), la productividad de biomasa (Puwiom) Y la productividad de lipidos
(Piipia); por medio de las siguientes ecuaciones:

- Tasade crecimiento especifica (1): Se calculd durante la fase exponencial de crecimiento
del cultivo fed-batch, siendo u la pendiente obtenida al representar el In del peso seco
en funcién del tiempo. Debido al desfase producido por la dilucion provocada en las
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adiciones de nutrientes, el cdlculo de este pardmetro se llevé a cabo utilizando la
herramienta de modelizacion DMFIT (http://modelling.combase.cc). Sus unidades son
h-l

- Tiempo de generacion. Se calculé mediante la ecuacién:

In2
U

tp =

- El contenido de lipidos se calculé mediante la ecuacion:

Li — Lo
Yo/ x =o0—7
X=X,

donde Liy X; son la concentracién de lipidos y el contenido en peso seco en un tiempo
t;, respectivamente; y Lo y Xo son la concentracidn de lipidos y el contenido en peso seco
en un tiempo 0 (primer dia), respectivamente.

- Elrendimiento de lipidos se calculd por medio de la ecuacion:
Li— Ly
Yijs=c——<
S =S,

donde S; y So son la concentracidn de acetato en el dia ti y to (dia de la adicién del
acetato), respectivamente; y Li y Lo son la concentracién de lipidos en un tiempo t; y to,
respectivamente.

- La productividad de biomasa (Pwiom) se calculé como la pendiente de la ecuacion de
regresion lineal que se produce entre el peso seco y el tiempo de cultivo. Para su calculo
se utilizé el mismo método de modelizacidén que para la tasa de crecimiento especifica.

- La productividad de lipidos se calcula mediante la ecuacién:

L.
Piipig (g L™'dia™") = —r;lax
L

donde Lmsx €s la concentracidn maxima de lipidos en el dia t..

2.4. Preparacion de los extractos crudos celulares

Las microalgas se recogieron a la mitad o al final de la fase exponencial de crecimiento, segln
su posterior uso, mediante centrifugacion a 4500 rpm durante 5 minutos. En el caso de cultivos
con metales pesados, se procedid a realizar un lavado con 3 volimenes de medio de cultivo para
eliminar los restos de metales presentes. La biomasa recogida se sometid a distintos procesos
de rotura celular, tales como sonicacion o agitacién con perlas de vidrio. Otros métodos de
rotura celular ensayados, como N; liquido, choque osmético u homogenizacidn en el mortero
no fueron eficientes para esta microalga debido a su rigida pared celular.

2.4.1. Sonicacion

Este proceso se utilizd para la obtencion de los extractos crudos de las muestras de protedmica
y los ensayos de inmunodeteccién de los transformantes de C. sorokiniana. Para ello, las células
se resuspendieron en 2 ml g? peso humedo (phc) de tampdn Tris-HCl 50 mM pH 8,0 y se
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sometieron a sonicacion (100 W) durante 10 periodos de 15 s, siendo el tiempo de espera entre
pulsos de 1,5 min a 4°C. La suspension obtenida se centrifugd durante 20 min a 13400 rpm en
frio y el sobrenadante obtenido se utilizé directamente como extracto crudo o se congeld a -20
°C para su posterior utilizacion.

2.4.2. Agitacion con perlas de vidrio

La rotura con perlas de vidrio se utilizdé para los experimentos de actividad enzimatica y como
pretratamiento para la extraccion del ARN en los ensayos de RT-PCR. Para ello, 0,15 g del pellet
celular recogido mediante centrifugacién se mezclaron con 0,4 ml de perlas de vidrio y 0,4 ml
de tampon Tris-HCl 50 mM pH 8,0. La mezcla resultante se homogeneizé en el disruptor Digital
Disruptor Genie® (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA), aplicando 3 periodos de 30 s de
agitacion con un tiempo de espera entre periodos de 60 s a 4 °C. La suspension obtenida se
centrifugé durante 25 min a 13400 rpm en frio y el sobrenadante obtenido se utiliz6 como
extracto o se congeld a -20 °C.

2.5. Calculo de la concentracion de metales pesados y factor de
bioconcentracion

La determinacion del contenido de Cu, Cd y As en las muestras de la microalga C. sorokiniana se
llevé a cabo mediante Espectrometria de Plasma con Detector de Masas (ICP-MS) (Figura 2.2)
con celda de colision. Para ello se liofilizaron durante 48 h células recogidas al final de la fase
exponencial del cultivo correspondiente. A continuaciéon, se tomaron 0,05 g de cada muestra
liofilizada, se sometieron a una digestién acida afiadiendo 1 ml de HNOs, y se calentaron en un
microondas durante 2 minutos a 350 W. Después de enfriarse las muestras, se adicionaron 1,5
ml de H,0; y se volvieron a calentar en el microondas durante 2 minutos. Finalmente, cada
mezcla se llevd hasta un volumen de 5 ml afiadiendo agua Mili-Q. Las muestras se diluyeron 10
veces adicionando, por pesada, 0,5 ml de muestra, 4,4 ml de agua Mili-Q y 0,1 ml de patrén
interno preparado a una concentracion de 500 ppb.

Figura 2.2. Sistema de Espectrometria de Plasma con Detector de Masas (ICP-MS).

Para la determinaciéon de la concentracion del metal en el medio de cultivo se tomaron
volumenes de entre 25y 75 pl en el caso del cultivo con metales, y 1 ml en el caso de los cultivos
control. A continuacidn, se diluyeron hasta a un volumen final de 10 ml con agua Mili-Q,
anadiendo también 0,1 ml del patrén interno preparado a una concentracion de 500 ppb.
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Para la medicidn de las muestras por ICP-MS con celda de colision se utilizé un plasma de Ar, el
cual se sustentd sobre una antorcha tipo Fassel, empleando una potencia de 1,9 kW y flujos de
0,5,0,6 y 15 L min™ para los gases auxiliar, inyector y exterior, respectivamente. La muestra se
introdujo mediante un nebulizador de flujo cruzado a un flujo de 1 ml min. Como gas de
reaccién se utilizé el He a un flujo de 4,3 ml min. Los distintos pardmetros operativos se
ajustaron mediante una disolucién de calibracién constituida por Li, Y, Ce y Tl para obtener la
maxima sefial y la mejor precision. Ademas, se empled una disolucion multielemental
estandarizada para la preparacién de las curvas de calibracién. La cuantificacion se llevd a cabo
mediante la técnica del patrdn interno, empleando disoluciones de Sc, Rh, Tb y Ge.

El calculo del factor de bioconcentracién de cada metal en C. sorokiniana se llevd a cabo
mediante la ecuacidn descrita por Ellison y colaboradores (2014):

Cp
BCF = —
C

w
donde Cy la concentracién del metal en la biomasa de la microalga (mg metal kg peso seco) y
Cw es la concentracidn en el medio de cultivo (mg metal L?).

2.6. Determinacion de actividades enzimaticas

Las enzimas son proteinas que poseen propiedades cataliticas y cuya funcion es acelerar la
reaccion sobre la que actuan. Estas proteinas, por lo general, son termolabiles y sensibles a
alteraciones fisicas del medio en el que se hallen. En general, la variacién de la velocidad del
proceso catalizado se mide en unidades de actividad enzimatica (U), que indica la cantidad de
enzima necesaria para transformar 1 umol de sustrato (o producto) por minuto (umol min). Sin
embargo, si queremos comparar entre los niveles de actividad de diferentes extractos crudos,
es necesario utilizar unidades de actividad especifica, que viene referido como unidades de
actividad enzimética por miligramo de proteinas (U mg?). Todos los ensayos de actividad se
llevaron a cabo con extractos crudos de células recogidas en mitad de la fase exponencial (40 h),
segln lo descrito en el apartado 2.4. de este Capitulo.

A continuacidn, se describen los ensayos de actividad de las enzimas estudiadas en la presente
Tesis:

2.6.1. Ascorbato peroxidasa

La ascorbato peroxidasa (APX) es una enzima antioxidante que cataliza la descomposicion del
peréxido de hidrégeno, en presencia de ascorbato, produciéndose el radical ascorbato
monohidrato segun la reaccion:

Ascorbato + H,0, — MDHA + H,0

La actividad enzimatica se determind en base a las condiciones descritas por Amako et al. (1994)
y adaptadas por Romero-Cruz, (2017). La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 1
ml: 50 pumol de Tris-HCI pH 8,0; 1 umol de EDTA, 10 umol de H,0;; 0,24 umol de ascorbato
sodico; y 50 ul de extracto crudo. La actividad se determiné espectrofotométricamente,
midiendo la cinética de desaparicién de ascorbato a 290 nm (e = 2,8 mM™* cm™), a 25 °C. La
reaccion se inicia con la adicion del ascorbato y el blanco se realiza del mismo modo, pero sin la
adicion del H,0,.
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Previo la reaccién hay un tiempo de estabilizacidn de reactivos (sin el extracto crudo) de unos 8-
10 segundos, tras los cuales se le adiciona el extracto crudo y el H,0.

2.6.2. Catalasa

La enzima catalasa (CAT) cataliza la descomposicion del perdxido de hidrégeno, dando lugar a
oxigeno y agua, segun la reaccion:

2H,0, ———— 2H,0 + O,

La actividad catalasa se determiné a partir del ensayo realizado por Martins y English (2014),
donde la mezcla de reaccién contenia 10,5 umol de H,0; (preparado en 0,5 ml de Tris-HCI 52,5
mM, pH 8,0) en un volumen de 0,525 ml, y 25 ul de extracto crudo. La actividad se determiné
espectrofotométricamente midiendo a 240 nm (e = 43,6 M cm™) la cinética de desaparicién del
H,0,, a 25 °C. La reaccidn se inicié con la adicidn del H,0, y el blanco se realizé igual, pero sin el
extracto crudo.

2.6.3. Glutamina sintetasa

La actividad enzimatica glutamina sintetasa (GS) se determiné en base a su actividad transferasa,
que cataliza la sintesis de y-glutamilhidroxamato (y-GHA) a partir de glutamina e hidroxilamina
(NH30H"), y en presencia de ADP y arseniato (Asi), segun la reaccion:

Mg*2 0 Mn*2

GIn + NH;OH" + ADP + As;, —— y-GHA + NH,*

La actividad enzimatica se determind en funcién a las condiciones descritas por Shapiro y
Stadman (1970). La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 1 ml, 0,6 ml de mezcla
de ensayo (40 mM de L-glutamina; 4 mM de MnCl;; 0,5 mM de ADP; 66 mM de MOPS, pH 6,0);
60 umol de hidroxilamina; 60 umol de NaOH; 5 umol de DTE, 50 umol de HAsO,; y 50 pl de
extracto crudo. Tras incubar la mezcla 10 min a 40 °C, se paro la reaccién mediante la adicion de
1 ml de reactivo acido de Fe(lll) que contenia, por 1 L: 33,4 g de FeCls-6H,0; 7,8 ml de HCl al 37%
(v/v); y 60,2 ml de acido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v). Tras 5 minutos de incubacidn a
temperatura ambiente, se determiné el y-GHA formado espectrofotométricamente a 500 nm (e
=1,1 mM™* cm™). El blanco se realiza igual, pero sin la presencia del extracto crudo en la mezcla
de reaccion.

2.6.4. Glutamato deshidrogenasa aminante

La actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) se determind por medio de la reaccién de
aminacién oxidativa que transforma el 2-oxoglutarato en L-glutamtato:

2-oxoglutarato + NADH + NH,t* — L-Glu + NAD*

La actividad enzimatica se determind segun las condiciones descritas por Gronostajski et al.
(1978). La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 1 ml: 50 umol de Tris-HCl, pH
8,0; 25 umol de 2-oxoglutarato (sal disddica); 100 umol de NH4Cl; 0,35 pumol de NADH y 100 pl
de extracto crudo. La actividad se determind espectrofotométricamente siguiendo la curva de
desaparicién del NADH a 340 nm (£ = 6,3 mM™ cm™), a 38 °C. El blanco se realizé en ausencia del
2-oxoglutarato.
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2.6.5. O-acetilserina (tiol)-liasa

La actividad O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL) se determind colorimétricamente en base a la
cantidad de L-cisteina formada en la reaccion:

O-acetilserina + Na,5 —— L-cisteina + Acetato de sodio

El ensayo de actividad se realizd segun las condiciones descritas en Ledn et al. (1987), donde la
mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 1,5 ml: 50 umol de tampdn fosfato de
potasio pH 7,5; 10 umol de Na$S;; 20 umol de O-acetilserina; y 20 pl de extracto crudo. Esta
mezcla se incubd durante 10 min a 50 °Cy, pasado ese tiempo, la reaccidn se paré mediante la
adicion de TCA 20% (p/v). Posteriormente se determind la cantidad de L-cisteina formada
mediante la adicién de 0,5 ml de acido acético 6 M y 0,5 ml del reactivo de nihidrina (que
contiene 0,25 g de nihidrina en 6 ml de acido acético y 4 ml de HCl), manteniendo la mezcla a
100 °C durante 10 min. A continuacion, se llevé la mezcla a un bafio de hielo y se adicionaron
4,5 ml de etanol 96% v/v para estabilizar el complejo formado. Finalmente se midié la
absorbancia a 560 nm (€ =24 mM™ cm™), realizando el mismo procedimiento para el blanco con
la excepcidn de la adicién de extracto crudo.

2.6.6. NAD-Isocitrato deshidrogenasa

La actividad NAD-isocitrato deshidrogenasa (NAD-IDH) se determind por medio de la reaccidon
de descarboxilacion del isocitrato para producir 2-oxoglutarato:

D,L-Isocitrato + NAD* ——, 2-oxoglutarato + NADH

La actividad NAD-IDH se determind segun lo establecido por Martinez-Rivas y Vega (1998). La
mezcla de reaccidn contenia, en un volumen de 1 ml: 50 pmol de tampdn fosfato de potasio, pH
7,5; 4 pumol de MnCl3; 1,5 umol de NAD*; 4 umol de D,L-isocitrato y 50 ul de extracto crudo. La
reaccidén cinética se inicié con la adicidn del D,L-isocitrato y la actividad se determind
espectrofotométricamente midiendo la apariciéon de NADH a 340 nm (g = 6,3 mM™* cm?), a 25
°C. El blanco se realizé en ausencia de D,L-isocitrato.

2.7. Analisis de expresion mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR)

Para la determinacion cuantitativa de los diferentes niveles de expresion de los genes que
codifican las enzimas ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT), glutamina sintasa (GS),
glutamato deshidrogenasa (GDH), NAD isocitrato deshidrogenasa (NAD-IDH) y O-acetilserina
(tiol)-liasa (OASTL) en la microalga C. sorokiniana se utilizo la técnica qPCR.

2.7.1. Diseiio de oligonucleétidos

El primer paso fue el disefio de oligonucledtidos especificos (primers) para cada gen, utilizando
el programa DNA Start (Tabla 2.3). Todos ellos tienen una longitud de entre 15 y 25 pb, una
temperatura de hibridacidn de entre 61 y 67 °C, y dan lugar a una secuencia de ADN de entre
250 y 400 pb.
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Tabla 2.3. Oligonucleétidos utilizados para los experimentos de qPCR

Nombre Gene Bank Accession .
Nombre Secuencia
del Gen number no.
gAPXF GTTCCACGACGCCGGCTCCTACA
APX PRW20193.1 gAPXR CTGCCGCCCCACTGCCACCTTGAT
qCATF CCCACCTGCGGCGTCAAGTTCCT
CAT PRW57738.1
qCATR CGGTGGCGCTGCGTGTCCTGGTA
qGSF CACCGGCCCCCTGGAGACC
GS PRW34037.1
gGSR GCAGGGGGATGCGGATGGAG
qGDHF AGATGGGCGGCCGCGTGGTAGC
GDH PRWA44353.1
gGDHR GCCGCCGCCGTTGGTGAAGATG
gNADIDHF GTGGTGCCCGGCGTGGTGGAGTC
NAD-IDH PRW57886.1
gNADIDHR CCCGTTGGCGCCGATGTTGC
qOASTLF GCAACCCGGGGCCCCACAAGAT
OASTL PRW20938.1
gOASTLR GGAACAGCGCGGACGACAGGTAGC
q18sCSF TCCGCCGGCACCTTATGAGAAATC
18sCS KF673387.1
q18sCSR CGCGTGCGGCCCAGAACA

2.7.2. Extraccion del ARN y retrotranscripcion

Para la extraccidn del ARN de C. sorokiniana se recogieron los diferentes cultivos a las 40 h de
crecimiento y se procedid a la rotura celular segun lo descrito en el apartado 2.4.2, aplicando
pequefias modificaciones descritas por Arriola et al. (2018) para la extracciéon de ARN de C.
sorokiniana. Se utilizaron 100 mg de biomasa, 300 ul de perlas de vidrio y 600 pl de Trizol, y la
mezcla se agitd durante 2 min en el disruptor. Tras reposar 5 minutos a temperatura ambiente,
se adicionaron 200 pl de cloroformo. Esta nueva mezcla se agité en el vortex 15 s, se centrifugd
a 13400 rpm durante 3 min y se recogié el sobrenadante (fase acuosa). Finalmente, se utilizo el
kit “Direct-Zol™ RNA MiniPrep” (Zimo Research) para la purificacién del ARN, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para la obtencion del cDNA a partir del ARN de C. sorokiniana se utilizé el kit “QuantiTect Reverse
Transcription Kit” (Quiagen), con el que se obtuvo un volumen total de 20 ul de cDNA con un
rendimiento medio de 200 ng ul™.

2.7.3. Analisis gPCR

La reaccién gPCR se llevd a cabo en un equipo Mx3005P (Stratagene), con un fotomultiplicador
como detector de fluorescencia, placa de 96 pocillos con tapa térmica, y un sistema dptico de
dos ruedas con 5 filtros cada una. Se utilizé el complejo SYBRGreenl como flouréforo inespecifico
(Aem = 520 mn y Aex= 497) y cada reaccidn se prepard para un volumen final de 10 pl, con los
siguientes componentes: 8 pl del SYBR® Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) de Takara con las
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concentraciones establecidas por el fabricante (ANTPs, MgCl,, SYBR Green, Taqg polimerasa hot
Start, buffer DNA polimerasa), 50-150 nM (1 ul) como concentracidn final de cada primer (for-
rev) y 1 ul de DNA complementario conteniendo entre 100-150 ng. Cada muestra se analizd por
triplicado. Se incluyé un control negativo (C-) sin DNA. Las condiciones de reaccidn fueron: 30 s
a 95 °C para activar la Hot start Taq polimerasa y 40 ciclos para desnaturalizar (10 s a 95 °C),
hibridar (30 s a la temperatura indicada por el primer) y polimerizar (30 s a 72 °C) el cDNA. La
fluorescencia se midié al final de cada paso de hibridacion de los cebadores, y al final del proceso
se ejecutd una curva de disociacion para comprobar la especificidad de los cebadores (entre 50
y 95 °C). Los datos se trataron con el software “Quick setup-4.5.2" y se utilizo el gen del 18s de
C. sorokiniana (KF673387) como gen de referencia para normalizar, puesto que se ha
demostrado que la expresion de este gen permanece invariable en presencia de metales
pesados en el medio (Wan et al. 2014). Para la cuantificacién relativa de la abundancia del ARN
mensajero, se utilizé la aproximacién del 272A¢T (Pfaffl, 2001).

2.8. Analisis protedmico mediante espectrometria de masas
2.8.1. Pretratamiento de las muestras

Las proteinas de C. sorokiniana usadas en el analisis protedmico realizado en esta Tesis se
asilaron a partir de extractos crudos obtenidos como se indica en el apartado 2.4.1.

La cuantificacion se llevé a cabo mediante SWATH-MS (Sequential Window Acquisition of all
Theoretical Mass Spectra) en el servicio de protedmica del IBVF. Para ello, los extractos crudos
se precipitaron mediante el método del Trizol donde, a 700 pl de extracto crudo, se le afiadio 1
ml de Trizol y se agitd en el vértex durante 15 s, dejando reposar la mezcla en hielo 5 minutos.
Posteriormente se le afiadieron 200 pl de cloroformo, se agit6 15 s, se incubd 5 min en hielo y
se centrifugd en frio a 13400 rpm durante 15 min. Tras la separacion de las fases, se seleccioné
la fase organica (cloroformo) y se le adicionaron 300 ul de etanol puro. La mezcla se agito
suavemente y se centrifugé a 2300 rpm durante 10 min, tras lo que se extrajo el sobrenadante
(fase orgénica y acuosa). A este sobrenadante se le adiciond 1 ml de isopropanol y se dejé 10
min a temperatura ambiente para que se produjera la precipitacién de las proteinas. Pasado
este tiempo, se centrifugd en frio a 13400 rpm durante 10 minutos y se desechd el
sobrenadante. El precipitado se lavd 3 veces con una solucién 0,3 M de guanidina en etanol al
95%, se sonicé en un bafio durante 5 minutos y se centrifugd en frio durante 5 min a 13400 rpm.
El precipitado obtenido se volvié a lavar del mismo modo con etanol al 90% vy, tras secarse, se
resuspendid en una disolucién de bicarbonato sédico (50 mM): trifuoroetanol (50%).

A continuacidn, se procedié a la digestidn de las muestras. Para ello, unos 50 ug de proteinas se
incubaron con DTT 4,5 mM durante 30 min a 60 °C y, posteriormente, se le afiadid
yodoacetamida hasta una concentracion de 10 mM, incubdndose 30 min en oscuridad a
temperatura ambiente. El tratamiento con tripsina se hizo a 37 °C durante toda la noche en
relacidn 1:40 (tripsina:proteina). Al dia siguiente se afiadié acido férmico y se incubd a 37 °C
durante 1 h. Finalmente se afiadié acetonitrilo y agua, para que la concentracién del digerido
estuviera entorno a 0,5 ug plty 2% acetonitrilo, inyectandose 2 ul (1 ug de proteina en columna)
en el cromatdgrafo liquido acoplado a un detector de masas (LC-MS). A cada una de las muestras
se afnadié también una mezcla de péptidos sintéticos de Sciex a una concentracidn final de 20
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fentomoles pl?, para el alineado posterior de los cromatogramas, necesario para el
procesamiento de SWATH.

2.8.2. Analisis LC-MS/MS

Para generar la libreria de espectros se llevé a cabo, en primer lugar, una aproximacién DDA
(data-dependent acqusition) usando un nano-LC-MS/MS. Para ello se utilizd un triple
quadrupolo TOF (5600 plus, Sciex) equipado con una fuente de electrospray nano y acoplado a
un nanoHPLCEKsigent. El software utilizado para el control de los equipos y la adquisicién y
procesado de los datos fue Analyst TF 1.7. Los péptidos eluidos se cargaron en una columna
“trapcolumn” (AcclaimPepMap 100 C18, 5 um, 10 A, 100 um id x 20 mm, Thermo Fisher
Scientific) de manera isocrética en acido férmico 0,1% / acetonitrilo 5% (v/v) a un flujo de 3 pl
mintdurante 10 min. Posteriormente, se eluyeron en una columna analitica de fase reversa con
el emitter incorporado (New Objetive Pico Fritcolumn 75 um id x 250 mm, empaquetada con
Reprosil-PUR 3 um), con un gradiente lineal del 5-30% (v/v) del solvente B en 120 miny, después,
15 min del 30 al 60% (v/v) con un flujo de 250 nl min™™. El solvente A fue acido férmico 0,1% (v/v)
y el B, acetonitrilo con férmico 0,1% (v/v). El voltaje de la fuente se seleccion6 a 2600 V y la
temperatura del calefactor se mantuvo a 100 °C. El gas 1 se selecciond a 17 psi, el gas 2 a cero,
y el de cortina a 25 psi.

Para experimentos de identificacién de proteinas, la adquisicion se llevd a cabo con un método
DDA, consistente en un TOF MS con una ventana de barrido de 400-1250 m/z, tiempo de
adquisicion de 250 ms, seguidos de 50 MS/MS con una ventana de barrido de 230-1500 m/z,
tiempo de adquisicion de 65 ms y con un tiempo de ciclo de 3,5 s.

2.8.3. Creacion de la libreria

Las identificaciones de péptidos y proteinas se realizaron mediante el software Protein Pilot
(versidon 5.0.1. Sciex) con el algoritmo Paragon. La busqueda se realizé con la base de datos de
proteinas de C. sorokiniana Uniproteome_Chlorellasorokinianaprotein (Enero 2019),
especificando la modificacién con yodoacetamida y las posibles modificaciones de cisteinas. La
proporcién de falsos positivos (FDR) se establecié en 0,01, tanto para péptidos como para
proteinas. El espectro MS/MS de los péptidos identificados se utilizé para generar la libreria de
espectros para la extraccidén de picos SWATH, usando el add-in MS/MSALL para el software
PeakView (versidon 2.1 Sciex) con la aplicacién SWATH Acqusition MicroApp (versién 2.0 Sciex).
Los péptidos con un intervalo de confianza del 99% (obtenidos de la base de datos Protein Pilot)
fueron incluidos en la libreria de espectros.

Para la cuantificacion relativa mediante SWATH, se analizaron las mismas muestras utilizadas
para generar la libreria de espectros usando el método DIA (Data-Independent Acquisition).
Cada muestra (2 pl) fue analizada usando el LC-MS vy el gradiente LC descritos para obtener la
libreria de espectros, pero aplicando en este caso el método SWATH. El método repetia un ciclo
que consistia en la adquisicién de 34 lecturas TOF MS/MS (de 230 a 150 m/z, tiempo de
adquisicion de 100 ms) de ventanas solapantes de aislamiento de precursores secuenciales de
25 m/z (solapamiento 1 m/z) cubriendo el rango de masas de 400 a 1250 m/z con una lectura
TOF MS previa (400 a 1250 m/z, tiempo de adquisicién 50 ms) para cada ciclo. El tiempo total
del ciclo fue de 3,5 s.
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La extraccién de datos del cromatograma de iones fragmento de las corridas SWATH se llevé a
cabo por PeakView (version 2.1) con el MS/MSALL, con la aplicacion SWATH Acquisition
MicroApp (version 2.0), que procesa los datos usando la libreria de espectros creada de los datos
dirigidos. Se seleccionaron mas de 10 péptidos por proteina y 7 fragmentos por péptido,
basandose en laintensidad de la sefial. Los péptidos compartidos o modificados fueron excluidos
del procesamiento. Se usaron ventanas de 12 miny 20 ppm para conseguir los cromatogramas
de iones. La cuantificacion SWATH se realizé para todas las proteinas de la libreria de iones
identificadas por el Protein Pilot con un FDR (false discovery rate) por debajo del 1%,
generandose los cromatogramas de iones a partir de cada ion fragmento seleccionado. Las areas
de los picos de los péptidos se obtuvieron sumando las dreas de los picos de los iones fragmento
correspondientes. PeakView calculd un FDR y una puntuacion para cada péptido asignado segun
los componentes cromatograficos y del espectro. Sélo se cuantificaron los péptidos con un FDR
por debajo del 5%. La cuantificacion de las proteinas se calculé sumando las areas pico de los
péptidos correspondientes. Para analizar la abundancia diferencial de proteinas en los dos
grupos, se uso la aplicacion MarkerView (version 1.2.1, Sciex) para la normalizacion de la sefial.

Los datos protedmicos obtenidos para este trabajo se depositaron en el repositorio
ProteomeXchange Consortium a través de PRIDE (Vizcaino et al, 2016) con el identificador
PXD015932.

2.9. Manipulacidn genética
2.9.1. Plasmidos y construcciones utilizadas

Los vectores de expresion utilizados para la transformacion genética tuvieron en comun la
presencia del gen de resistencia a paromomicina aminoglicdsido 3 -fosfotransferasa (APHVIII)
de Streptomyces rimosus como marcador selectivo, asi como diferentes promotores
heterdlogos, que fueron: el promotor hibrido de Chlamydomonas reinhardtii HSP70A/RbcS2, el
promotor de la nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium tumefaciens, y el promotor del ARN
35s del virus del mosaico de la coliflor CaMV35S (Figura 2.3), testados previamente por nuestro
grupo de investigacion en la microalga Chlamydomonas reinhardtii (Diaz-Santos et al. 2013). Se
eligio el gen APHVIII como gen marcador ya que se ha demostrado que proporciona un fenotipo
estable y tiene un uso de codones similar en el genoma de las algas verdes (Sizova et al. 2001).

CaMV 355p APHVIII nos ter
(835bp) (804bp) (253bp)
)
PQE-8! T = i
Hindlll BamHI Sacl  EcoRl
NOS-Pro APHVII nos ter
(307bp) (804bp) {253bp)
PQE-80 T
Hindll BamHl Sacl  EcoRl
HSPTO/RBCS2 APHVIIl rbes2 ter
(661bp) (804bp) (2320p)
PSI103—— I
Hindil BamH Sacl  EcoRl

Figura 2.3. Construcciones utilizadas para la transformacion de Chlorella sorokiniana. Las construcciones
de ADN plasmidico utilizadas contienen el gen de resistencia a la paromomicina aminoglicosido 3’-
fosfotransferasa (APHVIII) de Streptomyces rimosus. Se utilizaron 3 promotores heterélogos: el promotor
del ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S), el promotor de la nopalina sintasa de
Agrobacterium tumefaciens (NOS) y el promotor hibrido HSP70A/RBCS2 de Chlamydomonas reinhardtii.
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2.9.2. Electroporacion

El procedimiento por el que se llevd a cabo la manipulacidon genética de la microalga Chlorella
sorokiniana fue el de electroporacion. Para ello, se tomd 1 ml de cultivo de la microalga en la
fase exponencial de crecimiento (5-108 células ml?), se centrifugd 2 min a 13.400 rpm, y se lavd
3 veces con una solucion isoosmdtica de glicerol (50 mM), para disminuir la concentracion de
sales. Las células de C. sorokiniana se volvieron a resuspender en una disolucién de glicerol (50
mM) y se dejaron 10-20 min en hielo. Tras este tiempo, se tomaron 800 ul del cultivo celular y
se adicionaron a la cubeta de electroporacidon (0,4 cm de separacion entre los electrodos) junto
con 40 pg de ADN. La mezcla se llevd a un electroporador Gene Pulser™ (BioRad) y se le
aplicaron entre 1y 3 pulsos con un voltaje de entre 1,8 y 3 kV por pulso. Tras la aplicacion de la
corriente eléctrica, se mantuvo la cubeta en hielo durante 5 min y se transfirié su contenido a
un cultivo con 40 ml de medio TAP sin antibidticos, donde estuvo 24 h. Pasado este tiempo, se
recogié el cultivo y el precipitado celular se sembré en placas de Petri que contenian una
concentracién de 100 pg ml?t de paromomicina. Las colonias de los transformantes aparecieron
alos 7-10 dias del sembrado.

Para el analisis de los transformantes, se testaron las colonias seleccionadas mediante cultivos
sucesivos en placas y en liquido con el objetivo de seleccionar los mejores transformantes.

2.9.3. Anadlisis molecular de los transformantes

Para determinar la integracion de los diferentes plasmidos en el genoma de C. sorokiniana y
para demostrar la expresion génica, los transformantes seleccionados fueron sometidos a un
analisis PCR tras la extraccion de su ADN gendmico y de su ARN, respectivamente.

La extraccion del ADN gendmico de C. sorokiniana se realizd recogiendo por centrifugacion 2 ml
del cultivo y el precipitado fue resuspendido en 300 pl de tampdn de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH
8; EDTA 5 mM; SDS al 2% p/v; NaCl 0,3 M). La disolucion obtenida se agité a temperatura
ambiente (5 min) y se incubd en frio durante otros 5 min. A continuacion, se realizd la extraccion
de ADN mediante la adicién de un volumen igual de fenol-cloroformo, agitaciéon en voértex y
centrifugacion durante 5 min a 13400 rpm en frio, manteniendo la fase acuosa. Este proceso se
realizd cuatro veces, utilizando en el Ultimo paso cloroformo-agua. Posteriormente se precipitd
el ADN afadiendo dos volumenes de etanol absoluto y dejando a -20 °C el recipiente durante 2-
3 h. Pasado este tiempo, se centrifugd la muestra en frio a 13400 rpm y 10 min, eliminando el
sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en etanol al 70% v/v. Posteriormente, se
centrifugé la muestra 2 min a 13400 rpm y se volvid a descartar el sobrenadante. Finalmente,
tras el secado, el precipitado se resuspendié en 40 pl de tampdn de elucién para obtener el ADN
gendmico puro.

La extraccion de ARN y posterior paso de retrotranscripcidon a cDNA de los transformantes de C.
sorokiniana se llevd a cabo tal como se describe en el apartado 2.7.2.

Para la amplificacion mediante PCR, 1 ul de ADN gendmico o de cDNA, segun el caso, se afiadid
a un volumen total de 25 pl que contenian: 10 pmol de cada primer; 0,2 mM de dNTPs; 0,5 U de
Tag ADN polimerasa de Biotools (B&M Labs); 2,5 ul del buffer especifico 10x (2,5 mM MgCly); y
0,25 pl de dimetilsulfoxido (DMSO). El programa de la PCR fue, en ambos casos: un paso de pre-
desnaturalizacién a 96 °C de 30 s; 30 ciclos de desnaturalizacion (1 min a 96 °C), hibridacion (30
s a 61 °C) y polimerizacién (30 s a 72 °C); seguido de un paso final de 5 min a 72 °C. Los primers
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(Tabla 2.4) fueron disefiados para dar una amplificacion de 360 pb de un fragmento del gen
APHVIII, introducido en la microalga C. sorokiniana. Los productos de la PCR se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Tabla 2.4. Oligonucledtidos utilizados para el analisis por
PCR de los transformantes de C. sorokinana

Primers 5'-- 3’
Forward GAGGATCTGGACGAGGAGCGGAA
Reverse CCCTCAGAAGAACTCGTCCAACAGC

2.9.4. Anadlisis de los transformantes mediante inmunodeteccion

Con el fin de corroborar que la expresidn génica de la proteina APHVIII se llevé a cabo un ensayo
de inmunodeteccion en los transformantes de C. sorokiniana. La recogida del cultivo y rotura
celular se llevd a cabo segun lo descrito en el apartado 2.4.1. con la Unica excepcién de que el
tampodn utilizado fue TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4; NaCl 140 mM).

Las proteinas del extracto crudo se separaron mediante una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles al 10% de poliacrilamida (p/v), utilizando un tampdn (pH
8,3) que contenia por litro: 1 g de SDS, 3 g de Trizma base, y 14,4 g de glicina. La electroforesis
se llevé a cabo con una intensidad constante de 15 mA por placa, con el sistema CBB G-250
(BioRad). A continuacion, las proteinas se transfirieron a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) usando el sistema de transferencia Trans-Blot Turbo (BioRad). El programa
utilizado tuvo un voltaje de 25 V durante 10 min. La membrana se lavé con tampdn TBS y, justo
después, fue bloqueada durante toda la noche con tampdn TBSB (TBS con leche en polvo 5% p/v
y Tween 20 0,1% v/v). Seguidamente, se llevd a cabo la incubacion con el anticuerpo primario,
utilizando anticuerpos policlonales anti-APHVIII de conejo (1:5000), obtenidos a partir de la
proteina recombinante purificada por Diaz-Santos y colaboradores (2015). Este proceso se
realizd en tampdn TBS, con leche en polvo al 1%, durante 90 min a 4 °C, tras lo cual, la membrana
se lavo 3 veces durante 5 min con el mismo tampdn a 4 °C y en agitacion. Posteriormente, se
incubdé la membrana con el anticuerpo secundario, de cabra anti-IgG de conejo (1:10000)
conjugada con fosfatasa alcalina (AP) (SIGMA), en tampdn TBS con leche en polvo al 1% durante
45 min a 4 °C. Finalmente, se reveld la membrana mediante la deteccidon de la actividad fosfatasa
alcalina incubandola con tampdn TBS-PA (Tris-HCl 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl,5 mM,;
Nitroblue Tetrazolium 0,4 mM; BCIP 0,5 mM) a temperatura ambiente. Cuando se observd la
aparicion de las bandas correspondientes, la membrana se transfirio a agua destilada para parar
la reaccidn.

2.10. Criopreservacion

Para el proceso de criopreservacion de la estirpe silvestre y los transformantes de C. sorokiniana
se utilizaron como compuestos crioconservantes DMSO vy etilenglicol (EG). Para ello se tomaron
5 ml de muestras de los cultivos al comienzo de la fase exponencial (D.O. aproximada de 0,200
U.A.) y se le adicionaron concentraciones de DMSO, EG, o ambos de entre el 5y el 10% v/v,
incubando estas muestras en oscuridad, a 4 °C, durante 5 h. A continuacion, las muestras se
alicuotaron en viales de 2 ml, con 1,5 ml del cultivo incubado con el criopreservante. Estas
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alicuotas se colocaron en un contendor NALGENETM (Nalge Nunc International), que contenia
isopropanol para asegurar que la velocidad de congelacién no fuera superior a 1,5 °C min, y se
llevaron a -80 °C.

Para la descongelacion, los viales almacenados a -80 °C fueron incubados a 40 °C durante 5 min
y la suspension celular obtenida transferida a 25 ml de medio TAP para ser cultivadas durante
12 h en oscuridad, 24 h con luz tenue, y finalmente transferidas a las condiciones mixotroficas
de cultivo descritas en el aparatado 2.2.2.

La viabilidad del proceso se llevdé a cabo durante varios periodos de tiempo calculando el
porcentaje de células vivas antes y después del proceso de criopreservacion, mediante conteo
en la cdmara de Neubauer; con estos datos se determiné el denominado tiempo de
recuperacion, que es el tiempo que los cultivos, sometidos al proceso de criopreservacion,
tardan en alcanzar la mitad de la fase exponencial, midiendo la densidad éptica a 660 nm.

2.11. Determinacion de aminoacidos
2.11.1. Obtencion de aminoacidos

Para la obtencién de aminodcidos se llevaron a cabo dos protocolos: uno para los aminodcidos
estructurales y otro para los aminoacidos libres. En ambos casos se partia de biomasa liofilizada.

En el caso de aminoacidos estructurales, donde es necesario romper los enlaces peptidicos de
las proteinas, se llevd a cabo previamente una hidrélisis acida y otra basica. En ambos casos, se
utilizaron 0,05 g de biomasa de microalgas, a los que se le afiadié 1 ml de HCI 6 M, en el caso de
la hidrélisis acida, y 1 ml de NaOH 4,2 M, en el caso de la basica. La mezcla se calenté en viales
de vidrio a 150 °C durante 70 min, para la hidrdlisis 4cida, y a 110 °C durante 24 h, para la basica.
Ambas se agitaron a 400 rpm, para la homogeneizacién de las muestras, y en atmdsfera de N,,
segln lo descrito por Walsh y colaboradores (2014), y Dai y colaboradores (2014),
respectivamente. Tras este proceso las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 miny
los sobrenadantes obtenidos se diluyeron 60 veces con agua Mili-Q, y se utilizaron para la
posterior determinacidn de los aminodcidos.

En el caso de los aminodacidos libres se utilizé una técnica menos agresiva para evitar restos de
aminodcidos estructurales en la muestra. Para ello, 50 mg de muestra se mezclaron con 0,5 ml
de perlas de vidrio y 0,5 ml de agua Mili-Q. La mezcla resultante se homogeneizd segun el
protocolo seguido en el apartado 2.4.2. y el sobrenadante se utilizdé para la posterior
determinacion de los aminodcidos.

2.11.2. Andlisis de aminoacidos por GC-MS

La medicién de la cantidad de aminodcidos de las diferentes microalgas presentadas en la Tabla
2.1 se llevd a cabo mediante cromatografia de gases acoplada a un detector de masas (GC-MS).
Para ello, el primer paso fue llevar a cabo una derivatizacion, con etanol/etilcloroformiato, de
las muestras obtenidas segun el procedimiento descrito en el apartado anterior, con el fin de
formar N-etoxicarboniletilésteres. Para ello, a 100 ul del extracto diluido de la hidrdlisis se le
adicionaron 400 ul de una mezcla agua:etanol:piridina (60:32:8) y 40 ul de etilcloroformiato.
Tras cada una de estas adiciones se agitd la muestra en el vortex 1 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se extrajeron los derivatizados de los aminoacidos con la adicién de 200 pl de
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cloroformo (con etilcloroformiato al 1%) y su posterior agitacién en el vértex durante 1 min. Este
ultimo paso se realizé por duplicado.

Una parte alicuota de 1 pl de la fase organica obtenida fue inyectada en el cromatdgrafo en
modo splitless a través de un puerto de inyeccion split/splitless del GC acoplado a un
espectrometro de masas de triple quadrupolo GCMS-TQ8030 (Shimadzu). Los analitos se
separaron en una columna capilar de silice fundida Agilent HP-5MS (30 mx 0,25 mm i.d.), de 0,25
mm de espesor de pelicula y con el siguiente programa de temperatura del horno: 40 °C (5 min)
a 270 °C (20 min), aumentando la temperatura a 5 °C min™™. La linea de transferencia se mantuvo
a 280 °Cy el gas portador fue helio, con un flujo constante de 1 ml min? (velocidad media 36
cm?); y el espectréometro de masas fue equipado con una fuente de ionizacidn de electrones (El)
a 70 eV en modo de barrido (75-500 amu). La identificacién de los aminoacidos derivatizados se
logré comparando los tiempos de retencion del cromatdgrafo de gases y los espectros de masas
con los de los compuestos estandar puros. Todos los espectros de masas también se compararon
con la biblioteca del sistema de datos (NIST 11). La cuantificacion de los aminoacidos en las
muestras se llevd a cabo mediante el método de calibracion externa con patrones de
aminoacidos.

2.12. Microscopia

Las imdagenes de microscopia fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia Leica
DM6000B del IBVF, mediante el método diferencial de contraste de interferencia (DIC)
utilizando el proyector de fluorescencia TX2 (Excitacién 560-40 nm; Dicroico 595 nm; Emision
645-75 nm). Para ello se utilizd una muestra de 0,1 ml del cultivo de C. sorokiniana tras 40 h de
cultivo.

2.13. Determinaciones analiticas
2.13.1. Peso seco

El peso seco se determind utilizando filtros Whatman GF/F (Whatman International Ltd). Para
ello se filtré una muestra de 5 ml de cultivo. El filtro con la biomasa se mantuvo 48 ha 100 °Cen
la estufa, para finalmente enfriarse en un desecador. El peso seco se obtuvo por la diferencia
entre el peso final del filtro y su peso antes del filtrado, medido en una balanza analitica.

2.13.2. Acetato

La determinacién de acetato se realizd por HPLC (Hitachi LaChrom Elite HPLC), acoplado a un
detector de indice de refraccién (Hitachi L-2490). La muestra se hizo pasar a través de una
columna Sugar-Pak (Waters) utilizando agua Mili-Q a 83 °C como fase movil y un flujo de 0,5 ml

min.

2.13.3. Amonio

La determinacion del contenido de amonio en el medio de cultivo celular se llevé a cabo con un
electrodo selectivo de amonio (Crison Instruments S.A.). Para el ajuste de la fuerza idnica total
se utilizé tampdn ISA (lonic Strength Adjusted) con una concentracion 1 M de MgS04. En cada
medida se utilizé 1 ml de medio de cultivo, 1 ml de tampdn ISA, y se llevd a un volumen final de
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10 ml con agua destilada. Con este volumen se realizaron las diferentes medidas con el electrodo
a25°C.

2.13.4. Lipidos neutros

El contenido de lipidos neutros se cuantific6 mediante espectrometria de fluorescencia, usando
Rojo de Nilo como fluoréforo, como describieron Chen y colaboradores (2009). Para la medida
se utilizé una longitud de onda de excitacién de 510 nm y un rango de longitudes de onda de
emisién de entre 500 y 800 nm, situdndose el maximo de emisidn en 535 nm. Se tomé una parte
alicuota de 200 ul de cultivo de C. sorokiniana y se llevé hasta un volumen final de 2 ml en la
cubeta de fluorescencia, afiadiendo 100 pl de DMSO y 1,8 ml de tampdn PBS (137 mM de Nacl,
2,7 mM de KCl, 10 mM de Na;HPO,, 1,8 mM de KH,PO,). Esta disolucién se mantuvo en agitacion
a 40 °C durante 20 min. A continuacion, se procedid a tomar la medida de la fluorescencia basal
(blanco). Seguidamente, se adicionaron 10 ul de la disolucién de Rojo de Nilo (0,1 mg de Rojo
de Nilo en 1 ml de acetona) y se mantuvo 15 minutos en agitacién a 40 °C. Pasado ese tiempo,
se realizd una nueva medida de fluorescencia. El valor real de fluorescencia, expresado en
unidades de fluorescencia (UF), es la diferencia entre la medida final y el blanco. La
cuantificacidn de los lipidos se llevé a cabo mediante el método de calibracidon externa utilizando
trioleina.

2.14. Analisis estadistico

Para los anadlisis de ANOVA y multivariantes se utilizd el programa IBM SPSS Statistics, Version
22.0. IBM Corp (Armonk, NY, USA).

Para el analisis de componentes principales (PCA) realizado en el Capitulo 6 se utilizaron
componentes formadas por combinaciones lineales de los porcentajes de cada aminoacido a
partir de los cdlculos realizados por el programa SPSS Statistics.
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Resumen

Aunque existe un creciente interés en el uso de microalgas para la produccién de
biocombustibles, los costes de produccién aldn continldan siendo muy altos para competir con
los combustibles fésiles. Una de las principales limitaciones para la produccidn de microalgas en
biorreactores es la disponibilidad de luz, especialmente en condiciones de alta densidad celular.
En este Capitulo se estudia el crecimiento de C. sorokiniana, una microalga tolerante a
condiciones ambientales adversas, bajo diferentes condiciones trdficas y utilizando fuentes de
carbono tradicionales como la glucosa o la sacarosa; y fuentes de carbono alternativas, como el
extracto de algarroba, el glicerol industrial o los residuos de lias, ricos en acetato, procedentes
de la industria vinicola. El crecimiento de esta microalga con residuos de lias permite mitigar los
problemas ocasionados por el apantallamiento celular de la luz observados en los cultivos
fotoautotréficos, mejorando la tasa de crecimiento especifica (0,052 h?), y siendo la mejor
opcion de entre todas las fuentes de carbono. Ademas, se ha llevado a cabo el cultivo en modo
semicontinuo por lotes (fed-batch) de C. sorokiniana en un reactor STR de 2 L, en las condiciones
nutricionales previamente optimizadas de acetato (100 mM) procedente de los residuos de lias,
y en amonio (30 mM). En este experimento, se llegd a producir una concentracién de 11 gL de
peso seco de biomasa con un contenido en lipidos neutros del 38% (p/p), por lo que podria
considerarse esta estrategia de cultivo como una forma muy efectiva de mejorar la
productividad de biomasa y lipidos neutros para esta microalga.

Abstract

In recent years, there has been a growing interest in the use of microalgae for the production of
biofuels, but its production cost continues being high to compete with fossil fuel prices. One of
the main limitations for photobioreactor productivity is light shielding, especially at high cell
densities. The growth of the green microalga C. sorokiniana, which is an industrial robust
species, has been evaluated under different trophic conditions with traditional carbon sources,
such as glucose and sucrose, and alternative low cost carbon sources, such as carob pod extract,
industrial glycerol and acetate rich oxidized wine waste lees. The mixotrophic cultivation of this
microalga with wine waste lees alleviates the problems of light shielding observed in
photoautotrophic cultures, improving the specific growth rate (0.052 h?) in comparison with the
other organic sources. The fed-batch mixotrophic culture of C. sorokiniana in a 2 L-STR reactor,
with optimized nutritional conditions, 100 mM of acetate coming from the oxidized wine waste
lees and 30 mM of ammonium, allowed obtaining an algal biomass concentration of 11 g L with
a lipid content of 38% (w/w). This fed-batch strategy has been found to be very effective to
enhance the biomass and neutral lipid productivity.
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3.1. Introduccion

Las microalgas son un grupo heterogéneo de microorganismos fotosintéticos ampliamente
utilizadas para la produccién de compuestos de alto valor afiadido, en acuicultura, alimentacion
humana o animal, o cosméticos, entre otras aplicaciones (Hamed, 2016). Cada afio, mas de 5000
toneladas de biomasa seca de microalga son producidas y comercializadas por un valor medio
de 1,25 billones de euros (Wijffels y Barbosa, 2010). Ademas, en los ultimos afios se esta
produciendo un creciente interés por la produccién de lipidos neutros en microalgas para
generar biocombustibles (Chisti, 2007; Tan et al. 2016), con menor impacto sobre las emisiones
de gases de efecto invernadero. Como consecuencia, se estdn llevando a cabo un mayor nimero
de investigaciones que persiguen mejorar la eficiencia econdmica y productiva de los
biorreactores (Acien et al. 2012), puesto que los costes de produccién, recogida y procesamiento
de microalgas para la generacién de biocombustibles hacen que estos estén aun lejos de ser
competitivos respecto a los combustibles fésiles (Chisti, 2013).

Para hacer frente a este problema, uno de los retos pendientes es el disefio del biorreactor,
especialmente en condiciones de alta densidad celular (Cuaresma et al. 2009). Mientras que los
niveles de nutrientes pueden ser controlados mediante factores operacionales (tasa de dilucidn,
concentracion inicial), la luz efectiva que llega al cultivo sdlo puede ser controlada por el disefio
del reactor y la disponibilidad de luz externa, la cual puede variar a lo largo del dia o de la época
del aio. Por todo esto, se buscan alternativas donde la dependencia de la luz por parte de las
microalgas disminuya, como el cultivo en condiciones heterotroficas, con una fuente de carbono
organica (Zhao et al. 2014); o mixotrdficas, con la utilizacién de una fuente de carbono externa
y luz (Wang, J et al. 2014). De entre estas alternativas, las ventajas del cultivo mixotrdfico, que
combina aspectos de los cultivos foto- y heterotréficos, lo colocan como una prometedora
opcidn para cultivar microalgas, que son capaces de llevar a cabo al mismo tiempo la asimilacién
de CO; y de fuentes de carbono organicas como azlcares (Li et al. 2013; Kumar et al. 2014),
acetato (Yeh et al. 2012), o glicerol (Paranjape et al. 2016). Para lograr una produccion
mixotréfica econdmicamente viable de microalgas, es necesario encontrar una fuente de
carbono de bajo coste, por lo que surge como una opcidon muy interesante la combinacion del
cultivo mixotréfico con el uso de residuos industriales, que reduce los costes, aumenta la
eficiencia econdmica del proceso y promueve la economia circular (Ravindran et al. 2016).

Diferentes residuos que sustituyen a las fuentes de carbono tradicionales, tales como extracto
de algarroba (Raposo et al. 2017), harina de maiz hidrolizada (Xu et al. 2006), restos de suero de
leche (Rodrigues et al. 2016), restos de aguas residuales (Lizzul et al. 2014) o vinagre de manzana
(Giovanardi et al. 2012), se han probado de forma exitosa para el cultivo de distintos
microorganismos. Ademas, con el objeto de reducir el precio del biodiesel, se investigan
microalgas capaces de generar grandes cantidades de lipidos neutros, junto con la produccion
simultanea de co-productos de alto valor anadido, para una mayor sostenibilidad econdmica
(Abad y Turon, 2012). Por ello, en este Capitulo se evalta el crecimiento de la microalga C.
sorokiniana en diferentes condiciones de cultivo y utilizando residuos industriales, con el fin de
establecer un sistema de cultivo semicontinuo capaz de obtener altas concentraciones de
biomasa y lipidos neutros.
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3.2. Influencia de la luz en el crecimiento de Chlorella sorokiniana
cultivada bajo diferentes condiciones troficas

Existe una importante dependencia entre el crecimiento de los cultivos fotoautotréficos y la
intensidad luminosa. De hecho, si no existe limitacién nutricional y el resto de los pardmetros
operacionales estan optimizados, la tasa de crecimiento especifica de estos cultivos suele ser
directamente proporcional a la intensidad de luz, hasta un valor de saturacién (Ledn y Galvan,
1999). Esta dependencia se produce debido al efecto de apantallamiento entre las células, que
provoca que las mas alejadas de la pared del reactor tengan mas dificultades de realizar la
fotosintesis. Asi, el disefio del fotobiorreactor cobra una gran importancia ya que se debe
asegurar una adecuada distribucién de la luz. Se puede concluir entonces que la luz es uno de
los parametros mas dificiles de controlar a la hora de escalar los cultivos, puesto que no solo
depende de su intensidad, sino también del diametro del reactor y de la densidad celular de los
cultivos. Por todo esto se ha llevado a cabo un estudio sobre apantallamiento celular en cultivos
de C. sorokiniana, asi como una comparativa del efecto que provoca la luz efectiva entre los
cultivos foto- y mixotréficos de esta microalga.

Para evaluar el efecto del apantallamiento celular en diferentes puntos del fotobiorreactor, se
prepararon cultivos de C. sorokiniana con una densidad celular conocida, cuyo rango iba de 0,1
a 2,0 gL! de peso seco y se realizaron dos aproximaciones: en primer lugar, los cultivos fueron
expuestos a una intensidad de luz fija de 850 HE m™2 s y se midi6 la intensidad de luz efectiva a
diferentes distancias (Figura 3.1A); y en segundo lugar, los cultivos fueron expuestos a una
intensidad de luz variable, de entre 200y 1200 HE m2 st en la superficie del cultivo, y se tomaron
medidas de la intensidad de luz efectiva a una distancia de 3,5 cm de la superficie (Figura 3.1B).

Como muestra la Figura 3.1A, para una densidad celular de 1 g L', a 2 cm de la superficie, la
intensidad de luz efectiva se redujo un 90%, por lo que el efecto de apantallamiento celular
parece ser muy alto en cultivos de C. sorokiniana. Por otra parte, el incremento de la intensidad
de luz en la superficie del reactor causd, en general, un incremento de la intensidad de luz
efectiva (Figura 3.1B). Sin embargo, para cultivos de alta densidad celular, la luz efectiva a pocos
centimetros de la pared del reactor continud siendo demasiado baja ya que, en el caso de
densidades superiores a 1 g L%, el incremento de la intensidad de luz de 200 a 1200 pE m2 s?
s6lo provocd un incremento de la intensidad de luz efectiva de 60 uE m2 s a 3,5 cm de la pared
del reactor, disminuyendo hasta una variacién de sélo 11 uE m™? s en el caso de cultivos con
una densidad celular de 2 g L de peso seco (Figura 3.1B). Esto indica que mas del 99% de la luz
que incide en la superficie del reactor es absorbida por el efecto pantalla que provocan las
células mas cercanas a las paredes del reactor.
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Figura 3.1. Influencia de la densidad celular en el apantallamiento producido en cultivos de C.
sorokiniana. La intensidad de luz efectiva fue medida a diferentes distancias manteniendo una intensidad
de partida de 850 pE m2 s (A) y a una distancia fija de 3,5 cm de la superficie, variando la intensidad de
luz irradiada (B). En ambos casos los cultivos de C. sorokiniana tuvieron una densidad celular de 0,1 (o),
0,2 (A), 0,3 (x), 0,7 (0),1,0(0), 1,3(-) y2 () g L™ de peso seco.

Estas dificultades a la hora de obtener cultivos de alta densidad celular debido al
apantallamiento han sido descritas para diferentes especies de microalgas (Lohman et al. 2015).
Aungue una agitacion eficiente puede garantizar que todas las células se encuentren de forma
momentanea en la superficie del reactor recibiendo una alta intensidad de luz, no es suficiente
para compensar el apantallamiento que se produce en el reactor. Ademds, un exceso de
intensidad de luz o de agitacién puede llegar a inhibir el crecimiento celular, del mismo modo
gue aumentaria los costes de produccién (Gris et al. 2013), por lo que incrementar la intensidad
de luz en la superficie del reactor o la agitacién de forma indiscriminada no es una solucién para
superar los problemas generados por el apantallamiento celular.

En este punto surge la idea de que el cultivo mixotrofico pueda ser un cultivo menos
dependiente de la fotosintesis que el fotoautotrdfico, por lo que cabria esperar que su
productividad sea mayor con la misma disponibilidad de luz. Para confirmar esta hipdtesis, se
cultivé la microalga C. sorokiniana en condiciones fotoautotrdficas (CO; + luz) y mixotrdéficas
(acido acético + luz) en botes cilindricos de 1,25, 2,5, 5 y 9 cm de radio con una concentracion
inicial de 0,1 g L de peso seco (Figura 3.2 y Tabla 3.1). La tasa especifica e crecimiento y el
tiempo de generacion se calcularon a través de los datos tomados en la fase exponencial, segiin
se describe en el Capitulo 2.

Tal y como era de esperar, la productividad de los cultivos disminuyé al aumentar el radio de los
recipientes y, ademas, la reduccién de la tasa de crecimiento fue mucho menos acentuada en el
caso de los cultivos mixotréficos. Como muestra la Figura 3.2, los cultivos fotoautotroficos
tuvieron una pendiente de 2,40 h cm™; mientras que la pendiente de los cultivos mixotréficos
fue de 1,12 h cm’®, siendo la pendiente de los cultivos mixotréficos menos de la mitad de la
observada en condiciones fotoautotréficas- Con estos datos se podria concluir que el efecto de
apantallamiento celular es mucho menor en el caso de cultivos mixotroficos, y esta diferencia
se acentla a medida que aumentamos el tamafio del recipiente.
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Figura 3.2. Influencia del diametro del recipiente en el tiempo de generacion de C. sorokiniana. Las
medidas se tomaron sobre diferentes recipientes cultivados segun lo descrito en el Capitulo 2. Para este
experimento se utilizé CO2 (3% v/v) como fuente de carbono del cultivo fotoautotréfico y acido acético
(16 mM) como fuente de carbono para el cultivo mixotréfico

Es importante resaltar también que los cultivos mixotréficos tuvieron, en todos los casos, una
mayor tasa especifica de crecimiento y una mayor concentracién de biomasa final que los
cultivos fotoautotroéficos. Estos valores quedan recogidos en la Tabla 3.1, donde también se
incluyen los datos de un cultivo en condiciones heterotroficas, cultivado de la misma forma que
los mixotréficos, pero en ausencia de luz. Comparando los 3 tipos de cultivo, el cultivo
mixotréfico presenta una tasa especifica de crecimiento de mas del doble que el cultivo
fotoautotréfico y mayor que el heterotrdfico (Tabla 3.1). Las diferencias entre cultivos
fotoautotréficos y mixotréficos, que fueron mayores a medida que aumentd el tamafno del
recipiente (Figura 3.2), confirman que la dependencia de la luz es mucho menor en los cultivos
mixotréficos que, como se ha dicho previamente, combinan ventajas de los cultivos
fotoautotréficos y heterotroficos. Ademas, en los cultivos mixotréficos, tanto la fuente de
carbono externa, como el CO, generado enddégenamente por la respiracion, son metabolizados,
contribuyendo a aumentar la productividad y a disminuir su dependencia de la luz.

Tabla 3.1. Biomasa maxima producida y tasa de crecimiento especifica de la microalga C. sorokiniana
cultivada en diferentes condiciones troficas.

. . Tasa de
Radio del biorreactor . . - 1
(cm) crecimiento Biomasa maxima (g L)
especifica (h?)
1,25 0,072 1,32
. - 2,50 0,059 1,47
Mixotréfico
5,00 0,052 1,28
9,00 0,037 1,08
1,25 0,050 1,16
L 2,50 0,040 1,18
Fotoautotréfico
5,00 0,028 0,66
9,00 0,021 0,39
Heterotroéfico 4,00 0,034 0,77

El valor de p se calculé durante la fase exponencial de los cultivos y la biomasa maxima a las
48h de cultivo.
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Otros estudios han reportado resultados similares al comparar la forma de cultivo foto- y
mixotréfica en diferentes microalgas del género Chlorella, tales como C. vulgaris (Abreu et al.
2012), C. protothecoides (Wang et al. 2013); asi como en otros estudios con C. sorokiniana
usando otras fuentes de carbono (Kim et al. 2013; Wang et al. 2016b). Todas estas
investigaciones concluyen, que la tasa de crecimiento especifica en condiciones mixotroéficas es
mucho mayor para este tipo de microalgas que en condiciones exclusivamente fotosintéticas.
Ademas, Kim y colaboradores (2013) determinaron que la concentracion de carbono inorganico
disuelto en el medio de cultivo disminuye en condiciones fotoautotrdficas, aumenta en
condiciones heterotroéficas y se mantiene constante en condiciones mixotrdéficas, lo que indicaria
que el CO; generado durante el proceso de respiracién puede ser reasimilidado por medio de la
fotosintesis en C. sorokiniana.

3.3. Utilizacion de diferentes fuentes de carbono en el medio de cultivo

La eleccion de una fuente de carbono adecuada es esencial para el éptimo desarrollo del cultivo
mixotrofico. Debido a esto, se evaluaron diferentes fuentes de carbono, con una concentracién
inicial de 20 g L%, para comprobar las preferencias de C. sorokiniana en términos de
productividad de biomasa. Estas fuentes fueron: glucosa, sacarosa, urea, glicerol industrial,
extracto de algarroba (Lima-Costa et al. 2012) y residuos de lias de vino oxidadas. También se
utilizd un cultivo control con el mismo medio de cultivo, siendo la Unica fuente de carbono el
CO, obtenido mediante la agitacién, y llevandose a cabo los experimentos en matraces
Erlenmeyer de 250 ml (4 cm de radio).

La Figura 3.3 muestra que C. sorokiniana puede usar glucosa, sacarosa o glicerol como fuente
de carbono obteniendo un alto rendimiento, aunque no mejor que con acetato. Sin embargo,
los residuos de lias oxidadas provocaron una mayor tasa de crecimiento que concentraciones
equivalentes de acetato, demostrando ser la mejor fuente de carbono organica para C.
sorokiniana. Finalmente, el crecimiento con extracto de algarroba fue levemente superior al
control, pero estuvo por debajo del resto de las fuentes de carbono (Figura 3.3; Tabla 3.2). Este
ultimo resultado era esperable debido a que el extracto de algarroba posee una concentracion
del 26% de glucosa y del 56% de sacarosa (p/p), que es una concentracion de azlcares totales
menor que la utilizada en los ensayos con glucosa o la sacarosa comercial. Ademas, los
resultados con extracto de algarroba muestran que, de acuerdo con Pérez-Garcia y
colaboradores (2011), ante la presencia de un sustrato que contiene mas de un tipo de azucar,
las microalgas tienden a asimilar el de mayor afinidad, en este caso la glucosa, que es el azlcar
menos abundante en el extracto de algarroba.
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Figura 3.3. Curva de crecimiento de la microalga C. sorokiniana cultivada con diferentes fuentes de
carbono. Para los cultivos se utilizé una concentracidn inicial de 20 g L de la fuente de carbono. Las
fuentes de carbono utilizadas fueron glucosa, sacarosa, urea, extracto de algarroba (algarroba), glicerol
industrial (glicerol) y residuos de lias oxidadas (lias). Se utilizé también un control sin fuente de carbono.

Tabla 3.2. Tasa de crecimiento especifica de C. sorokiniana cultivada con diferentes fuentes de carbono.

Control Gluc Sac Algarroba Glicerol Lias

u (h?) 0,005

Los cultivos se llevaron a caboafiadiendo una concentracién de 20 g L't de las fuentes de carbono: glucosa
(Gluc), sacarosa (Sac), extracto de algarroba (Algarroba), glicerol industrial (Glicerol) y residuos de lias
oxidadas (Lias). También se afiadié un control sin fuente de carbono.

0,027 0,016 0,011 0,016 0,036

A partir de los resultados de la Figura 3.3 y la Tabla 3.2 se seleccionaron los residuos de lias
oxidados como fuente de carbono para el crecimiento mixotréfico de C. sorokiniana, ya que se
obtuvo la mayor tasa de crecimiento especifica (0,036 h?), 7 veces mayor que la del cultivo
control. Ademas, esta fuente de carbono posee otras ventajas como ser de bajo coste o tener
una menor susceptibilidad de contaminacién microbiolégica que otras, como la glucosa o la
sacarosa. A parte de los residuos de lias oxidados, otros residuos industriales podrian explorarse
como fuentes ricas en acetato de origen industrial, asi, los efluentes de la industria textil o los
residuos de digestiones anaerdbicas pueden ser alternativas prometedoras (Rodrigues et al.
2016).

3.4. Optimizacion de las concentraciones iniciales de acetato (lias
oxidadas) y amonio para Chlorella sorokiniana

C. sorokiniana se cultivd en medio TAP con concentraciones crecientes de residuos de lias,
ajustadas para que tuvieran una concentracién inicial de entre 16 y 100 mM de acetato (Figura
3.4). Para el experimento se tomaron muestras cada 24 h con el fin de determinar el peso seco
y la concentracién de acetato en el medio. Los resultados mostraron que al incrementar la
concentracion de acetato en el medio se produjo un aumento de la biomasa final hasta una
concentracién de 80 mM de acetato (94 ml L' de lias), concentracidn a la que parece haber una
saturacion del crecimiento (Figura 3.4A). No obstante, C. sorokiniana no empezé a mostrar una
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inhibicién en su crecimiento hasta concentraciones superiores a 300 mM de acetato (360 ml L?
de lias).

Ademas del peso seco, también se determind la concentracidn de acetato en el medio de cultivo.
Los resultados, que aparecen en la Figura 3.4B, mostraron que el acetato del medio de cultivo,
procedente de las lias, sélo se consumié totalmente en los cultivos que tenian una concentracion
inicial de 16 mM. También se puede observar que hay una alta velocidad de consumo durante
las primeras 72 h de crecimiento (Figura 3.4B), como se deduce de la pendiente inicial de la
cinética de consumo, que aumenta ligeramente con la concentracién de acetato, desde 0,315
hasta 0,544 mM hL. Sin embargo, hay un descenso marcado de la velocidad de consumo a partir
de 72 h, a pesar de la disponibilidad de acetato en el medio, lo que podria indicar la limitacidn
de otro nutriente en esas condiciones.
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Figura 3.4. Curva de crecimiento (A) y consumo de acetato (B) de C. sorokiniana cultivada en condiciones
mixotroficas con concentraciones iniciales crecientes de acetato. Las condiciones de cultivo fueron las
descritas en el Capitulo 2, utilizando una concentracién inicial de 8 mM de amonio y de entre 16 y 100
mM de acetato procedente de los residuos de lias.

La alta concentracion en fosfato del medio de cultivo, unido al alto contenido en sulfatos y
sulfitos de los residuos de lias apuntarian al nitrégeno como elemento limitante en estas
condiciones. Para comprobar este hecho, se midio el crecimiento y el consumo de amonio de la
microalga con una concentracion inicial fija de 100 mM de acetato y concentraciones crecientes
de cloruro de amonio, desde 8 mM (concentracion del medio TAP) hasta 100 mM, midiéndose
su crecimiento y su consumo (Figura 3.5). La mayor cantidad de biomasa se obtuvo con
concentraciones entre 20 y 30 mM de amonio. Para concentraciones de 50 mM o superiores
hubo una importante inhibicion del crecimiento (Figura 3.5A). Estos datos estan de acuerdo con
estudios previos en otras microalgas, que experimentaban una importante inhibiciéon de su
crecimiento con concentraciones altas de amonio en el medio (Markou et al. 2016). La Figura
3.5B nos muestra también que, para concentraciones inferiores a 30 mM, el amonio en el medio
de cultivo después de 48 h era casi indetectable, lo que confirma que en los ensayos previos
habia un déficit de fuente de nitrégeno en el medio de cultivo, que limitaria el crecimiento
celular.
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Figura 3.5. Curva de crecimiento (A) y consumo de amonio (B) de C. sorokiniana cultivada en condiciones
mixotroéficas con concentraciones crecientes de amonio. Las condiciones de cultivo fueron las descritas
en el Capitulo 2, utilizando una concentracién inicial de 100 mM de acetato y de entre 8 y 100 mM de
amonio.

El incremento de la concentracidon de amonio en el medio permitié un aumento de la biomasa
desde 2,8 g L™ de peso seco en 4 dias, con una concentracion inicial de amonio de 8 mM; a4 g
L! de peso seco en el mismo tiempo con 20 mM de amonio (Figura 3.5A). Ademas,
incrementando la concentracidn de amonio se consiguio casi 3 veces mas biomasa que en el
cultivo control (16 mM de acetato y 8 mM de amonio), cuyo peso seco era de 1,4 g L'? (Figura
3.4A). Debido a estos resultados, los siguientes experimentos con la microalga C. sorokiniana se
realizaron cultivandola con concentraciones de acetato (lias oxidadas) y amonio de 100 y 30
mM, respectivamente.

3.5. Influencia de la concentracion de acetato (lias oxidadas) en la
productividad de lipidos

Para estudiar la influencia del acetato en el proceso de acumulacidn de lipidos neutros, se cultivd
C. sorokiniana en presencia de lias oxidadas como fuente de carbono (100 mM de acetato) y con
amonio 30 mM. En mitad de la fase exponencial, se recogieron los cultivos y se llevaron a un
medio carente de fuente de nitrégeno, con concentraciones iniciales de acetato (lias oxidadas)
de 16, 50 y 100 mM. Se tomaron muestras de estos cultivos cada 24 h para determinar el
contenido de lipidos neutros totales, mediante espectrometria de fluorescencia usando Rojo de
Nilo como fluoréforo (Figura 3.6). Los resultados confirmaron que C. sorokiniana posee una gran
capacidad para acumular lipidos neutros bajo carencia de N, tanto en valores de concentracién
lipidica (Figura 3.6A), como en valores de porcentaje de peso seco (Figura 3.6B).

El incremento de la concentracion de acetato hasta 100 mM permitié que C. sorokiniana fuera
capaz de acumular concentraciones de lipidos de hasta 0,94 g L' y sobre el 40% del total de peso
seco, lo que es 6 veces los valores de concentracién y 3 veces los valores de peso seco obtenidos
en condiciones estandar del medio de cultivo (16 mM de acetato). Estos resultados, unidos con
el aumento de biomasa al aumentar la concentracién de acetato (Figura 3.4), indican que el
crecimiento mixotréfico de C. sorokiniana, utilizando los residuos de lias de vino oxidados como
fuente de carbono, puede generar un alto contenido en lipidos neutros (0,39 g de lipidos por g
de peso seco), lo que aumenta el potencial biotecnolégico del proceso.
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Figura 3.6. Concentracion de lipidos neutros (A) y porcentaje de lipidos en el peso seco (B) en C.
sorokiniana cultivada en ausencia de nitrégeno con concentraciones crecientes de acetato. Las
condiciones de cultivo son las descritas en el Capitulo 2, sin la adicion de fuente de N y con
concentraciones de acetato de 16, 50 y 100 mM.

Todos estos datos concuerdan con los reportados previamente sobre el efecto de otras fuentes
de carbono, como glucosa (Li et al. 2014), carbonato (Lohman et al. 2015), o glicerol (Paranjape
et al. 2016) sobre la productividad de lipidos en C. sorokiniana. Cabe resaltar también que se ha
descrito que el acetato puede actuar como promotor de la produccion de lipidos en C.
sorokiniana cuando es cultivada simultdneamente con otra fuente de carbono, como la glucosa
(Kumar et al. 2014).

3.6. Desarrollo del cultivo fed-batch como estrategia para mejorar la
productividad de biomasa y lipidos en Chlorella sorokiniana utilizando lias
como fuente de carbono

El cultivo en fed-batch de C. sorokiniana se llevé a cabo en un reactor STR de 2 L. Para ello se
diferenciaron dos fases: una primera fase de 3 ciclos (0-72 h, 72-144 h, 144-216 h) para la
produccién de biomasa con adiciones periddicas de los residuos de lias y cloruro de amonio;
seguida de una segunda fase de 2 ciclos (216-288 h, 288-360 h) en la que se indujo la produccidn
de lipidos y donde el medio fresco adicionado sdlo contenia los residuos de lias (Figura 3.7). El
total de biomasa producida y la tasa de crecimiento especifica se determinaron en cada adicién
(Tabla 3.3) y la comparacién de estos valores con los obtenidos en las Tablas 3.1 y 3.2 nos
muestra que la biomasa total producida en el reactor fue significativamente superior a la
obtenida en otros recipientes a menor escala, tanto en condiciones mixotréficas, como
fotoautotrdficas o heterotroéficas.
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Figura 3.7. Evolucion del peso seco, consumo de acetato y amonio (A) y contenido de lipidos neutros (%
PS); (B) de C. sorokiniana cultivada en un reactor 2L-STR. Las condiciones de cultivo fueron las
determinadas en el Capitulo 2 para el reactor 2L-STR en condiciones mixotréficas, con una concentracién
de 100 mM de acetato procedente de los residuos de lias y 30 mM de amonio. Se realizaron adiciones
periddicas de residuos de lias y amonio (72, 144 y 216 h) o de residuos de lias (288 h) con el fin de
recuperar las concentraciones iniciales de estos compuestos.

La tasa de crecimiento especifica obtenida en el reactor durante las primeras 72 h fue algo mayor
(0,055 h!) que la obtenida en un matraz con un didmetro equivalente (0,052 h?), tal y como
muestra la Tabla 3.1, debido posiblemente a la mayor velocidad y eficiencia de la agitacién del
reactor. En este primer ciclo hay un alto consumo de acetato y un consumo casi total de amonio
(Figura 3.7A). Sin embargo, los valores de crecimiento y consumo de acetato y amonio van
disminuyendo en los siguientes ciclos (Figura 3.7A; Tabla 3.3). La tasa de crecimiento especifica
observada en el reactor durante todo el proceso fue de 0,039 h'}; no obstante, la biomasa total
producida en el reactor fue 10 veces superior a la obtenida en los matraces con un diametro
equivalente al didmetro del STR, incrementdndose de 1,28 a 11,0 g L. La ratio C:N:P en el cultivo
del reactor fue de 33:12:1, considerando como C total sélo el aportado por el acetato. Aunque
la concentracion de acetato que aportan los residuos de lias fue menor que la recomendada
segln la ratio de Redfield (106:16:1) para microalgas (Hillebrand y Sommer 1999), existe un
aporte extra de CO; proveniente de la aireacién y de la respiracidn celular, el cual podria ayudar
en el incremento de la productividad del sistema.

Tabla 3.3. Tasa de crecimiento especifica y biomasa maxima producida en el cultivo fed-batch del
biorreactor STR.

Tiempo (h) 0-360 0-72 72-144 144-216  216-288  288-360
p (h?) 0,039 0,055 0,011 0,005 0,004 0,002
AX (gL 10,75 4,20 2,83 3,00 2,60 1,35

|: tasa de crecimiento especifica; AX: biomasa maxima obtenida en cada ciclo, calculada como la
diferencia entre el valor final y el inicial.

En la segunda fase de cultivo fue donde tuvo lugar la produccidén de lipidos y la desaceleracién
de los valores de crecimiento, debido a la menor disponibilidad de nitrégeno en el medio de
cultivo (Figura 3.7B; Tabla 3.3). El contenido de lipidos fue determinado a partir de las 216 h de
cultivo, tiempo en el que se realizd la Ultima adicidn de nitrégeno. La toma de muestra se realizé
de forma repetida a partir del final del cuarto ciclo, donde el consumo de la fuente de nitrégeno
fue casi total. Durante estos dos ultimos ciclos, el contenido de lipidos neutros crecid hasta
alcanzar el 38% del total de peso seco (Figura 3.7B) al final del quinto ciclo. La productividad de
lipidos obtenida en este trabajo (193,37 mg L dia™®: Tabla 3.4) fue mayor que la que se obtuvo
en estudios previos con C. sorokiniana utilizando glucosa o acetato de sodio como fuente de
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carbono (Kumar et al. 2014; Zheng et al. 2017); o con otras especies de microalgas cultivadas de
forma mixotrofica (Lin, W et al. 2017).

Tabla 3.4. Parametros cinéticos del crecimiento de C. sorokiniana en el reactor 2L-STR utilizando el
método fed-batch.
p(h?) Xmax(g LY) Prodx(g L'*day™) Ln(g LY) Yux(gg?) Prod. (mg L'*day)

0,039 11,00 1,39 1,16 0,38 193,37

|: tasa especifica de crecimiento, calculada con el software DMFIT; Xmax: biomasa maxima; Prodx:
productividad de biomasa; Ln: lipidos neutros; Yix: contenido de lipidos; Prod.: productividad de lipidos.

La acumulacién de lipidos neutros en sistemas fed-batch con glucosa o acetato de sodio como
fuente de carbono ha sido recientemente descrita para la microalga C. sorokiniana (Kumar et al.
2016) u otras microalgas (Wang et al. 2016b). Al igual que en los estudios presentados con los
residuos de lias, esos autores también describen una mayor produccidon de lipidos en
condiciones mixotroficas, y corroboran que una mayor disponibilidad de acetato da lugar a una
mayor productividad de lipidos, puesto que el acetato se transforma facilmente en acetil CoA
(Muthuraj et al. 2013), la molécula precursora para la sintesis de lipidos. Ademas, a pesar de que
C. sorokiniana ha sido cultivada para la produccién de lipidos neutros con diferentes tipos de
residuos industriales (Lizzul et al. 2014; Riafio et al. 2016), estos estudios no han llegado a
obtener una concentracién de biomasa tan alta como la obtenida en el presente trabajo, en el
que se utilizan residuos de lias como fuente de carbono para el crecimiento celular de C.
sorokiniana.
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Estrés metalico Capitulo 4

Resumen

Los metales pesados son uno de los elementos mas peligrosos existentes en el medioambiente
y su presencia, principalmente debido a actividades humanas, puede alterar los ecosistemas
acudticos, afectando tanto a los organismos que los ocupan, como al medio en el que viven. De
hecho, la conservacion y descontaminacion de los ecosistemas acuaticos es uno de los retos mas
importantes en la actualidad. En este Capitulo, se ha estudiado el potencial uso de la microalga
Chlorella sorokiniana como elemento biorremediador. Para ello, esta microalga se ha cultivado
con diferentes concentraciones de Cu*?, Cd*?, As (lll) y As (V), y se ha estudiado su efecto sobre
el crecimiento y la asimilacion de N. La determinacidn de la concentracién intracelular de estos
metales pesados o metaloides ha revelado que Chlorella sorokiniana muestra una gran
tolerancia a los metales pesados y es capaz de acumular grandes concentraciones intracelulares
de Cd. También, se ha llevado a cabo un estudio del efecto del Cd, tanto a nivel de expresion
génica, como a nivel de actividad enzimatica, sobre diferentes enzimas antioxidantes, como son
la ascorbato peroxidasa (APX) o la catalasa (CAT); y de otras enzimas implicadas en el
metabolismo del N y del S, tales como la glutamina sintasa (GS), la glutamato deshidrogenasa
(GDH), la NAD-isocitrato deshidrogenasa (NAD-IDH) o la O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL). Todas
las enzimas estudiadas, mostraron diferentes grados de induccién en presencia de metales
pesados, excepto la GS que resultd ser reprimida por Cd. Finalmente, mediante SWATH-MS
(Sequential Window Acquisition of all Theoretical Mass Spectra), se ha observado que la
exposicion de C. sorokiniana a una concentracién de 250 uM de Cd?* durante 40 h, causa una
represion en la expresion de proteinas de diferentes rutas metabdlicas, tales como la
fotosintesis, la fosforilacidn oxidativa, la glucélisis, el ciclo de Krebs o la biosintesis de proteinas
ribosomales. No obstante, otras rutas como la fotorrespiracidn, las enzimas antioxidantes, la
gluconeogénesis, el catabolismo del almidén o la biosintesis de glutamato, cisteina, serina y
glicina se vieron inducidas en estas condiciones, asi como también se vieron alteradas la ruta de
sintesis de lipidos y caroteoides. La alta tolerancia de C. sorokiniana al Cd y su alta capacidad
para la acumulacién de este metal apuntan a la posible utilizacién de esta microalga en procesos
de biorremediacion.

Abstract

Heavy metals are among the most hazardous materials for the environment and their presence,
mainly caused by human activity, is able to alter aquatic ecosystems, both organisms and
biocenosis. The preservation and decontamination of these environments is, nowadays, one of
the most important challenges. In this chapter, the chlorophyte microalga Chlorella sorokiniana
was tested as a potential bioremediator for heavy metals. This microalga was cultured with
different concentrations of Cu*?, Cd*?, As (Ill) and As (V), and their growth and N consumption
was studied. The intracellular heavy metals concentration revealed that Chlorella sorokiniana
shows high tolerance the heavy metals and is an outstanding Cd accumulator organism.
Furthermore, different antioxidant enzymes, such as ascorbate peroxidase (APX) and catalase
(CAT), and enzymes involved in N and S metabolism, such as glutamine syntethase (GS),
glutamate dehydrogenase (GDH), NAD-isocitrate dehydrogenase (NAD-IDH) and O-acetylserine
(thiol)-lyase (OASTL) were studied both at gene expression and enzymatic activity levels. These
enzymes exhibited different grades of upregulation in most of them, excepting GS, which
showed a downregulation when Chlorella sorokiniana was cultured with heavy metals.
Additionally, using the sequential window acquisition of all theoretical fragment ion spectra
mass spectrometry (SWATH-MS), we concluded that exposure of C. sorokiniana to 250 uM Cd?*
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for 40 h caused downregulation of different metabolic pathways, such as photosynthesis and
oxidative phosphorylation, glycolysis, TCA cycle and ribosomal proteins biosynthesis. However,
photorespiration, antioxidant enzymes, gluconeogenesis, starch catabolism and biosynthesis of
glutamate, cysteine, glycine and serine were upregulated, under the same conditions. Finally,
exposure to Cd also led to changes in the metabolism of carotenoids and lipids. The high
tolerance of C. sorokiniana to Cd and its high accumulation capacity points to this microalga as
a potential microorganism to be used in bioremediation processes.
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4.1. Introduccion

Los metales pesados son unos de los principales contaminantes debido a su persistencia en el
ecosistema y a los efectos adversos que causan en la cadena tréfica o la salud humana. La
creciente industrializacion, asi como otras actividades humanas generan una alta cantidad de
compuestos toxicos, entre ellos metales pesados, en suelos y aguas, lo que da lugar a cambios
en los ciclos biogeoquimicos y alteraciones del medio ambiente (Shahid et al. 2020). Este
problema se acrecienta en ecosistemas acuaticos, donde, en la mayoria de los casos, van a parar
los residuos de actividades urbanas e industriales (Jain y Das, 2017), siendo las actividades
mineras el principal foco de contaminacidon por metales pesados (Ouyang et al. 2018). La
acumulacidn de metales pesados en microorganismos que forman parte de la base de la cadena
tréfica puede provocar también procesos de biomagnificacién, lo que daria lugar a graves dafios
en el ecosistema (Newton y McClary, 2019).

Para la remediacidn eficiente de la contaminacién por metales pesados se han investigado
diferentes métodos quimicos, como pueden ser la precipitacidon quimica, el intercambio idnico,
la floculacion o la filtracion mediante membranas (Fu y Wang, 2011). Por otra parte, estudios
recientes han mostrado el potencial de bacterias y microalgas para retirar metales pesados de
ecosistemas acuaticos (Hu et al. 2018; Li, H et al. 2020). Entre todos los organismos, las
microalgas destacan, debido a su tolerancia y a su alta capacidad de acumular metales pesados.
Ademas, aunqgue estas sustancias puedan alterar el metabolismo o la velocidad de crecimiento
de las microalgas, éstas pueden crecer en medios con altas concentraciones de metales pesados
de forma econémicamente eficiente y medioambientalmente segura (Shahid et al. 2020). Por
todo esto, las microalgas pueden ser consideradas como una alternativa prometedora para la
aplicacion de procesos de biorremediacidn de ecosistemas acudticos. Asimismo, resulta de gran
interés el estudio del impacto que pueden causar los metales pesados en el metabolismo de las
algas.

Los organismos fotosintéticos han desarrollado diferentes respuestas con el objetivo de mitigar
el estrés producido por los metales. Asi, las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por
este tipo de estrés son eliminadas por diversos sistemas antioxidantes que se clasifican en
enzimaticos, como el ciclo del ascorbato-glutatién y la enzima catalasa; y no enzimaticos, donde
destacan moléculas como el glutation (GSH), el acido ascdrbico, o las fitoquelatinas (PCs), éstas
ultimas encargadas de secuestrar los cationes de los metales pesados para transportarlos a las
vacuolas (Gill y Tuteja, 2010). Ambas respuestas pueden funcionar de forma coordinada como
elementos mitigadores de estrés con el fin de evitar problemas en el desarrollo del organismo,
danos en el ADN o interferencias en el metabolismo celular (Gutsch et al. 2018).

C. sorokiniana es una microalga que puede jugar un papel fundamental en procesos de
biorremediacion. Esta microalga ofrece un gran nimero de ventajas en comparacion con otras,
como pueden ser su robusta pared celular o su capacidad de crecer en un amplio rango de
ambientes adversos, entre los que destacan medios de cultivo contaminados con metales
pesados (Liang et al. 2017). Ademas, C. sorokiniana tiene una alta tasa de crecimiento en
comparacion con otras microalgas previamente utilizadas en procesos de biorremediacidn, tales
como Chlamydomonas reinhardtii, C. minutissina o Scenedesmus sp. (Salama et al. 2019). Por
todo esto, se podria considerar a la microalga C. sorokiniana como un organismo con un gran
potencial para llevar a cabo diferentes estudios de biorremediacién en presencia de metales
pesados, asi como para estudiar su respuesta celular y metabdlica frente a estos compuestos.
Sin embargo, todavia no se ha realizado ninguin estudio global completo de todo el metabolismo
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celular cuando la microalga es cultivada en presencia de metales pesados.En este contexto, la
proteémica surge como una herramienta poderosa, capaz de dotarnos de un profundo
conocimiento de las respuestas metabdlicas y los mecanismos de detoxificacién que utilizan las
microalgas bajo estrés metalico. La protedmica cuantitativa, basada en cromatografia liquida y
andlisis de espectrometria de masas, presenta un amplio rango de ventajas frente a la
electroforesis bidimensional, tales como la capacidad de estudiar un mayor nimero de
proteinas, evitando las variaciones experimentales entre geles, o la mejora del anilisis
cuantitativo (Li et al. 2018). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en plantas para comparar
la expresion de proteinas bajo diferentes estimulos ambientales y su efecto en las diferentes
rutas metabdlicas (Aroca et al. 2017; Singh et al. 2016). Ademas, la mejora con la utilizacidn de
la cuantificacion SWATH-MS frente al analisis dependiente de datos (DDA) proporciona una
cobertura mayor de proteinas, facilitando la reproducibilidad del proceso (Krasny et al. 2018).
Hasta la fecha, no se han realizado muchos estudios protedmicos en microalgas si se compara
con otros organismos como las plantas (Anad et al. 2017; Porier et al. 2018).

Por todo esto, en este Capitulo se evalla la tolerancia de la microalga C. sorokiniana a diferentes
metales pesados tales como el Cu*?, Cd*?; y metaloides como el As en sus estados de oxidacién
lll'y V, tanto en su crecimiento, como en la capacidad acumuladora de estos metales, y en cdmo
afecta a ciertas enzimas antioxidantes y del metabolismo del N y el S. Ademas, se presenta un
estudio protedmico de C. sorokiniana cultivada con una concentracién de 250 uM de Cd,
comparandolo con las condiciones estandar de crecimiento en ausencia del metal, utilizando
para ello la técnica SWATH-MS.

4.2. Tolerancia, acumulacion y respuesta al estrés producido por distintos
metales pesados en la microalga Chlorella sorokiniana

4.2.1. Efecto de los metales pesados en el crecimiento de Chlorella sorokiniana

Para estudiar el efecto de los metales pesados en el crecimiento de C. sorokiniana se cultivo la
microalga en medio TAP con concentraciones iniciales de los metales pesados de entre 0,1y 5
mM de Cu, 50 y 500 uM de Cd, 0,25y 5 mM de As (lll) y 2,5 y 50 mM de As (V).

Los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 4.1, indican que la microalga C. sorokiniana es
capaz de tolerar altas concentraciones de estos metales pesados. En la Figura 4.1A se puede
observar que el crecimiento de la microalga sdlo se ve afectado de manera significativa (p < 0,05)
a partir de una concentracion de 500 uM de Cu, alcanzando una biomasa final un 20% menor
que la del cultivo control. No obstante, C. sorokininana puede crecer incluso con una
concentracion de 1 mM de Cu, alcanzando sobre el 70% de la biomasa final del cultivo control.
Estos resultados muestran que esta microalga posee una tolerancia a este bioelemento superior
a la mostrada por Chlamydomonas reinhardtii (Dominguez, 2008), o a la indicada en estudios
previos realizados con otra estirpe de Chlorella (Hamed et al. 2017). Ademas, se ha descrito que
algunos organismos pueden desarrollar tolerancia al cobre como un método de adaptacidn
cuando crecen en ambientes contaminados por este metal (Romero-Cruz, 2017), lo que podria
indicarnos que C. sorokiniana habria desarrollado este mecanismo de defensa para poder crecer
a concentraciones tan altas de cobre.

Por otra parte, C. sorokiniana muestra una menor tolerancia al Cd que al Cu (Figura 4.1B),
manteniendo un crecimiento similar al cultivo control hasta una concentracion de Cd 200 uM, a
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partir de la cual, los cultivos muestran una tasa especifica de crecimiento similar al control sélo
durante las primeras 24 h, produciéndose una considerable desaceleracion en la velocidad de
crecimiento a partir de ese tiempo. Como consecuencia, en cultivos con concentraciones de Cd
de 250 y 500 uM, la biomasa de C. sorokiniana al final de la fase exponencial fue de entre el 75
y el 55% de la del cultivo control, respectivamente. Esto podria producirse debido a la mayor
toxicidad de este metal, que es capaz de inhibir la sintesis de clorofilas y el proceso de la
fotosintesis en microalgas incluso a bajas concentraciones (Wang et al. 2018). No obstante, C.
sorokiniana muestra una alta tolerancia a este metal pesado, superior a otras estirpes de
Chlorella (Wang et al. 2018) o a la de la microalga extremofila Coccomyxa onubensis (Romero-
Cruz, 2017).

5 5
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g s 24 500pM Cu? g 5 =200 uM Cd*?
i g,
E 1mMcu? @ 250 uM €d*?
<+ 5mM Cu™? l < 500 uM Cd+?
1y 1
0 ! | : 0 :
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (h) Tiempo (h)
5 - 5
C: Arsénico (Ill) D: Arsénico (V)
a
o - Control % <aControl
&8 3 K
-] 500 M As (1) g 42,5mM As (V)
§ 5750 UM As (111) & 245 mM As (V)
o
g 2 imMAs(il) & 10 mM As (V)
a 4
= 5 mM As (lll) < =20 mM As (V)
1§ 50 mM As (V)
0 : : 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 20
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 4.1. Curva de crecimiento de C. sorokiniana cultivada con diferentes concentraciones de Cu*? (A),
Cd*?(B), As lll (C) y As V (D). La microalga fue cultivada en medio TAP optimizado, segun lo descrito en el
Capitulo 2. * Indica diferencias estadisticamente significativas de biomasa final entre el control y los
diferentes cultivos (p < 0,05).

Respecto al arsénico, la Figura 4.1C pone de manifiesto que C. sorokiniana es capaz de tolerar
hasta concentraciones de 500 uM de As (lIl), sin un descenso significativo de su biomasa final,
siendo incluso capaz de sobrevivir a concentraciones de 1 mM o superiores. En el caso del As (V)
(Figura 4.1D), el decrecimiento de la biomasa final y la tasa de crecimiento especifica (Figura
4.2B) es proporcional al aumento de la concentracidén del metaloide. Ademas, C. sorokiniana es
capaz de tolerar concentraciones de 50 mM de arseniato, obteniéndose un 50% de la biomasa
final que se obtendria en condiciones normales de cultivo, a las 72 h (Figura 4.1D). Este hecho,
puede deberse a los diferentes mecanismos descritos en microalgas para reducir la toxicidad del
As, como pueden ser la oxidacién de arsenito a arseniato, la metilacién del As o la formacién de
otros compuestos menos téxicos que contienen As (Wang et al. 2015). Esta enorme tolerancia
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al metaloide en sus diferentes estados de oxidacidn es superior a la de otras microalgas como C.
vulgaris (liang et al. 2011), y similar a la de organismos extremdfilos salinos como Dunaliella
salina o Nannochloropsis sp. (Updahay et al. 2016).

La Figura 4.2 muestra la relacién entre la tasa de crecimiento especifica y la concentracion de
los metales pesados ensayados. En el caso del Cd la figura muestra dos tendencias: una de ellas
hasta una concentracién de 200 uM, donde hay una pequefia inhibicion del crecimiento,
alcanzando un 90% de la tasa de crecimiento especifica del control; y otra a partir de esta
concentracion, donde existe una fuerte inhibicidén de la velocidad crecimiento, siendo la tasa de
crecimiento especifica a 500 uM un 40% del valor del cultivo control (Figura 4.2A). A esa misma
concentracion, para el Cuy el As (lll), la inhibicién del crecimiento fue menor, situdndose la tasa
de crecimiento especifica en valores de un 70 y un 90% del cultivo control, respectivamente
(Figura 4.2A). Cabe destacar también que, a concentraciones inferiores a 200 uM, los valores de
la tasa de crecimiento especifica no fueron en ninglin caso mas bajos del 90% del cultivo control,
lo que indica la alta tolerancia de C. sorokiniana a la presencia de estos metales en el medio,
mayor a la mostrada por Chlamydomonas reinhardtii, Rhodomonas salina, Tetraselmis chuii o
Coccomyxa onubensis (Dominguez, 2008; Debelius et al. 2009; Romero-Cruz, 2017).
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Figura 4.2. Porcentaje de la tasa de crecimiento especifica respecto al control de C. sorokiniana cultivada
con Cu*?, Cd*2y As lll (A); y As V (B). Los valores de la tasa de crecimiento fueron calculados en funcién
de los datos de la Figura 4.1, siendo el 100% el valor del cultivo control.

Ademas, la Figura 4.2B nos muestra el mismo estudio para el arseniato que, al tener un rango
de concentraciones superior al resto, ha sido representado aparte. En la figura se puede
observar que C. sorokiniana también tolera altas concentraciones de As (V) siendo, a una
concentracion de 20 mM, donde alcanza valores inferiores al 50% de la tasa de crecimiento
especifica del control. Esta tolerancia puede deberse a que, al ser el anién AsO;3
estructuralmente andlogo al PO,3 y ser absorbidos a la célula por los mismos transportadores
(Wang et al. 2015), puede provocar que ambos iones compitan por entrar en la célula lo que, en
casos de altas concentraciones de fosfato, se bloquee la entrada de arseniato y la toxicidad del
As (V) sea menor. Este hecho podria explicar la alta tolerancia que la microalga muestra al As
(V), cuya concentracion se encuentra un orden de magnitud por encima del resto de metales
pesados.

4.2.2. Efecto de los metales pesados en el consumo de nitrégeno de Chlorella
sorokiniana

Uno de los principales problemas que se suelen observar cuando las microalgas son cultivadas
en medios con metales pesados es el efecto provocado en el consumo de N (Anu et al. 2018).
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Para corroborar este efecto en C. sorokiniana, se ha estudiado cémo afectan los metales pesados
y metaloides, previamente testados, sobre el consumo de amonio, fuente de N utilizada en este
estudio. Los resultados de la velocidad de consumo de amonio, mostrados en la Tabla 4.1, se
han obtenido cultivando C. sorokiniana con las concentraciones indicadas de metales pesados y
metaloides durante las primeras 24 h de cultivo, que es el momento de mayor velocidad de
consumo del amonio. Aunque en todos los casos la tendencia es que a mayor concentracion de
metal hay un menor consumo de amonio, sélo aparecieron diferencias significativas (p < 0,05)
en el consumo a concentraciones de 5 mM de Cuy As (V), y 1 mM de As (lll). Sin embargo, no
aparecieron diferencias significativas en el consumo de amonio cuando C. sorokiniana fue
cultivada con Cd en el medio de cultivo, a las concentraciones ensayadas.

Tabla 4.1. Velocidad de consumo de amonio de C. sorokiniana durante las primeras 24 horas de cultivo.

Cu? (mM) v (mM h) As (IIT) (mM) v (mM h)
Control 0,887 +0,075 Control 0,930 + 0,065
0,25 0,874 £ 0,031 0,50 0,887+ 0,012
0,50 0,705 + 0,028 0,75 0,772 +£ 0,058
1 0,601 &+ 0,003 1 0,738 = 0,029*
5 0,437 £ 0,054* 5 0,434 + 0,009*
Cd* (uM) v (mM h1) As (V) (mM) v (mM h1)
Control 0,751 £ 0,058 Control 1,013+ 0,072
100 0,741+ 0,133 2,5 0,938 + 0,062
200 0,691 £+ 0,083 5 0,776 = 0,058*
250 0,702 + 0,027 10 0,751 +0,030*
500 0,608 + 0,040 20 0,581 £ 0,028*

50 0,537 +£0,035%
Las muestras fueron tomadas de los cultivos de las Figuras 4.1y 4.2. * Inidca diferencias estadisticamente
significativas entre el control y los diferentes cultivos (p < 0,05).

Al comparar la velocidad de consumo de amonio (Tabla 4.1) con el crecimiento (Figura 4.1), se
puede observar como la inhibicién del crecimiento de la microalga a una concentracion de 5 mM
de Cu o As (lll) es debida posiblemente a la inhibicién en el consumo de amonio, entre otros
posibles factores, al no poder asimilar uno de los elementos bdsicos para su crecimiento. Por
otra parte, a concentraciones de 1 mM, de estos dos elementos, se produce una inhibicion del
crecimiento que no se corresponde con una inhibicidn significativa del consumo de amonio, lo
que indicaria que entran en juego otros mecanismos celulares, producidos por la exposicién a
estos metales (Torres et al. 2008), que evitan el crecimiento de la microalga, a pesar de tener
disponibilidad celular de N. También se produce una inhibicidn significativa en el consumo de
amonio a concentraciones de 5 mM o superiores de As (V) (Tabla 4.1). A pesar de que a esta
concentracion no se produce una inhibicidn significativa del crecimiento (Figura 4.1D), se puede
observar como si existe una inhibicidn parcial del mismo, obteniéndose una biomasa final de
entre el 75-80% de la del control. Esta inhibicidn parcial del crecimiento podria deberse, entre
otros factores, a este menor consumo de amonio.

4.2.3. Capacidad de acumulacion de metales pesados de Chlorella sorokiniana

Ademas de la tolerancia y el consumo de amonio, también se ha estudiado la capacidad de
acumulacidn intracelular de estos metales y metaloides por parte de la microalga C. sorokiniana,
como uno de los puntos clave para conocer su potencial biorremediador. Para ello, se recogieron
cultivos de C. sorokiniana, tras 72 h de exposicion a distintas concentraciones de metales, y se
calculd la concentracidén de metal en la biomasa y en el medio de cultivo con el fin de obtener
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los valores de concentracion intracelular del metal y del factor de bioconcentracién (BCF),
presentando los valores mostrados en la Tabla 4.2. Por una parte, se puede observar que C.
sorokiniana es capaz de crecer en altas concentraciones de As, tanto en forma de arseniato
como de arsenito, sin llegar a acumular este metaloide. Por otra parte, C. sorokiniana es capaz
de acumular Cu a concentraciones medias, especialmente en comparacion con lo acumulado en
el cultivo control, que contiene trazas de Cu; y acumula Cd (en torno a 11000 ppm) a altas
concentraciones (500 uM); (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Peso seco acumulado y factor de bioconcentracién (BCF) de C. sorokiniana
con diferentes metales pesados a las 72 h de cultivo.

Acumulacién (ppm) BCF
Control
Cu 50,76 + 0,863 -
cd <LD -
As <LD -
250 uM Cu*? 1409,6 £ 9,493 94,541
500 uM Cu*? 2232,4 + 98,43 105,25
250 uM Cd*? 2939,7 £ 59,49 181,09
500 uM Cd*? 11232 + 348,7 566,57
500 uM As lli 59,769 + 1,917 3,128
750 puM As Il 58,986 + 2,268 1,191
10 mM As V 50,411 + 1,102 0,067
20 mM As V 145,31 + 1,548 0,100

Los valores de acumulacién se calcularon mediante ICP-MS. Los valores de BCF vienen
dados por la concentracién de metal pesado intracelular y la concentracién de metal
pesado restante en el medio, tal y como se describe en el Capitulo 2.

Los datos de As muestran que C. sorokiniana acumula bajas concentraciones de este metaloide,
lo que podria ser también la causa de su alta tolerancia al As, superior a otras especies con mayor
capacidad acumulativa de este metaloide como Chlorella sp., Monoraphidium arcuatum o
Coccomyxa onubensis (Levy et al. 2005; Romero-Cruz, 2017). Por otro lado, aunque C.
sorokiniana puede acumular altas concentraciones de Cu, el BCF obtenido es inferior al de otras
microalgas (Atay et al. 2013; Yan y Pan, 2002), a pesar de que las concentraciones de Cu que se
han utilizado en este estudio han sido iguales o superiores a las probadas en los trabajos
mencionados.

Finalmente, los resultados de acumulacion en Cd pueden explicar los resultados de la Figura
4.1By 4.2A, donde se muestra una inhibicidn en la tasa especifica crecimiento de la microalga a
concentraciones superiores de 200 UM y una parada del aumento de biomasa a partir de las 24
h de exposicion al metal, respectivamente. Este comportamiento podria deberse a que las altas
concentraciones de Cd intracelular afecten directamente otras rutas metabdlicas, como pueden
ser la fotosintesis o la fotorrespiracién, produciendo una inhibicidn de la capacidad de
crecimiento de los cultivos de C. sorokiniana. Ademas, aunque los valores de BCF obtenidos para
Cd son similares a los de otras macro- y microalgas (Chen et al. 1998; Ellison et al. 2014), los
valores de concentracidn del metal en el medio de cultivo e intracelular en C. sorokiniana fueron
mucho mayores que los utilizados en estos estudios, lo que pone de manifiesto que C.
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sorokiniana posee un gran potencial como organismo biorremediador de Cd. De hecho, las
ventajas de tener una alta tolerancia y una alta capacidad acumulativa permiten que C.
sorokiniana pueda ser utilizada, como elemento biorremediador, en ecosistemas con altas
concentraciones de Cd, donde otros organismos capaces de acumular altas concentraciones de
este metal no puedan sobrevivir (Santiago-Martinez et al. 2015).

4.2.4. Efecto de metales pesados en la expresion génica y la actividad enzimatica

La acumulacién intracelular de metales pesados puede provocar alteraciones en otras rutas
metabdlicas. Debido a esto, se ha realizado un estudio de los niveles de expresidn génicay de la
actividad enzimatica de dos enzimas antioxidantes, como son la ascorbato peroxidasa (APX) y la
catalasa (CAT); y cuatro enzimas mas que participan en la biosintesis de los aminoacidos
requeridos para la produccién de GSH y PCs, como son la glutamina sintetasa (GS), la glutamato
deshidrogenasa (GDH), la O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL) y la NAD-isocitrato deshidrogenasa
(NAD-IDH). Estos experimentos se realizaron durante la fase exponencial (42 h) de crecimiento
del cultivo, para evitar el estrés debido a la ausencia de algun nutriente; y las concentraciones
utilizadas de cada metal o metaloide fueron: 500 uM de Cu, 250 uM de Cd, 750 uM de As (lll) y
10 mM de As (V), que son las concentraciones donde empezaron a detectarse diferencias
estadisticamente significativas en la biomasa final del cultivo (Figura 4.1). En los siguientes
apartados se describen los resultados obtenidos.

Enzimas antioxidantes: APX y CAT

Como muestran las figuras 4.3 y 4.5, la presencia de Cu, Cd, As(lll) o As(V) en el medio de cultivo
de C. sorokiniana, a las concentraciones indicadas, provocd una alta actividad antioxidante en la
microalga. A nivel de expresidén génica hay un aumento tanto en la expresién del gen APX como
del gen CAT (Figura 4.5), que codifican las enzimas APX y CAT, respectivamente. Sin embargo, a
nivel de la actividad enzimatica, llama la atencion la disminucion de la actividad APX en los
cultivos de Cu y Cd (Figura 4.3). Esta disminucién podria ser debida a un proceso de inhibicidn
enzimatica, producida probablemente por la acumulacién intracelular de Cu y Cd en la microalga
(Tabla 4.2). Para confirmar esta hipdtesis, se realizd estudio de inhibicién de la actividad APX,
utilizando el extracto crudo obtenido a partir del cultivo control; de tal forma que se adicionaron
cantidades crecientes del metal (Cu o Cd) a la mezcla de reaccidn del ensayo de actividad APX.
Los resultados de este ensayo muestran que la actividad APX se inhibio casi en su totalidad con
cantidades de 25 umoles de Cu y 100 umoles de Cd en la mezcla de ensayo (Figura 4.4). Este
comportamiento en la actividad APX ha sido previamente descrito en plantas
hiperacumuladoras de estos dos elementos, que también sufrieron una inhibicion en la actividad
APX debido a las concentraciones intracelulares de los metales (Daud et al. 2014). Por otro lado,
en el caso del As, el nivel de actividad APX fue 1,5 veces mayor en los cultivos que contenian
este metaloide, en sus dos estados de oxidacién (Figura 4.3). De la misma manera, también se
observd un aumento en los niveles de expresidn génica de APX, que llegd a ser hasta 11 veces
mayor en los cultivos que contenian arseniato (Figura 4.5), lo que demuestra que esta enzima
juega un papel principal en la eliminacidn de las ROS producidas por la presencia de este
metaloide, especialmente en el caso del As (V), tal y como ha sido demostrado previamente en
plantas tratadas con As (Praveen et al. 2019; Updahay et al. 2016).

69



Capitulo 4 Estrés metalico

140

*k i

sk kok 1§

=
o
o

(2]
(=]

W APX
B CAT
mGS

O GDH
H IDH

O OASTL

o]
(]

Actividad enzimatica relativa(%)
)
(e

&
S

-100

500 pM Cu 250 yM Cd 750 pM As (lll) 10 mM As (V)

Figura 4.3. Actividad enzimatica relativa de enzimas antioxidantes y precursoras de glutamato y
cisteina, de C. sorokiniana sometida a estrés metalico tras 42 h de cultivo. Las enzimas ensayadas fueron
ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT), glutamina sintetasa (GS), glutamato deshidrogenasa (GDH),
NAD isocitrato deshidrogenasa (IDH) y O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL). *Diferencias estadisticamente
significativas entre el control y los diferentes cultivos, siendo p < 0,05; **y siendo p < 0,01.

En cuanto a la catalasa, los niveles de actividad de C. sorokiniana aumentaron entre 1,2 (Cu) y
1,4 (As V) respecto al cultivo control (Figura 4.3); mientras que los niveles de expresion génica
aumentaron entre 2 (Cu) y 14 (As Ill) veces (Figura 4.5). Los mayores niveles de expresion génica
se produjeron en presencia del Cd y del As, en sus dos estados de oxidacién, mostrando grandes
diferencias significativas (p < 0,01) en estos casos. No obstante, los niveles de actividad CAT,
mostraron valores muy similares en todos los casos ensayados. También, es importante destacar
el mayor nivel de expresidén del gen CAT en presencia de arsenito, en comparacion con los niveles
observados en cultivos con arseniato, posiblemente debido a la mayor toxicidad del As (lll), lo
que activa una respuesta mayor, tal y como ha sido reportado por Upadhyay y colaboradores
(2016). Ademas, la sobreexpresion tan alta de la CAT en los cultivos de Cd compensaria la
inhibicién observada de la actividad APX, reemplazandola para evitar una sobreacumulacién de
H,0, en las células. Finalmente, los bajos niveles de expresion génica y actividad CAT en
presencia de Cu concuerdan con lo observado en estudios previos en Chlamydomonas reinhardti
(Dominguez, 2008; Nowicka et al. 2016) donde la enzima CAT sufre una leve induccién cuando
la microalga esta expuesta a altas concentraciones de Cu en el medio de cultivo.
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Figura 4.4. Estudio de inhibicién de la actividad APX de C. sorokiniana provocada por la presencia de
Cu*? (barras marrones) y Cd*? (barras grises) en la mezcla de ensayo. A la mezcla de ensayo del cultivo
control se le adicionaron las cantidades indicadas de estos elementos en disolucién y se midié la actividad
APX seguln lo descrito en el Capitulo 2.

Enzimas del metabolismo del nitrégeno y el azufre

El ciclo GS-GOGAT, junto con la GDH y la NAD-IDH, forman parte del entramado encargado de
la sintesis del glutamato, aminoacido requerido para la sintesis de PCs (Gill y Tuteja, 2010), por
lo que se ha estudiado el efecto que produce la presencia de metales pesados en el medio de
cultivo sobre estas enzimas. Por un lado, la GS sufre una inhibicidn significativa tanto a nivel de
actividad enzimatica (de entre el 40 y el 80% de los valores del control), como de expresion
génica (de entre el 30 y el 90% de los valores del control), siendo en presencia de As (Ill) donde
se produjo la mayor inhibicién (Figuras 4.3 y 4.5). Sin embargo, para los otros tres metales,
aunque hubo inhibicidn de la actividad enzimatica, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas a nivel de expresidon génica. Similares resultados han sido
publicados para otras microalgas (Devriese et al. 2001; Romero-Cruz, 2017), lo que indica que
existe un bloqueo parcial del ciclo GS-GOGAT, que desfavorece la produccién de glutamato,
necesario para la sintesis de PCs. No obstante, la inhibicidn de esta enzima depende de la
concentracion del metal (Erdal y Turk, 2016; Praveen et al. 2019), lo que justificaria que en
ciertos casos las diferencias no fueran significativas, como ocurrié para el Cu, Cd y As (V); (Figura
4.5).

Este bloqueo parcial del ciclo GS-GOGAT provocaria que la produccion de L-glutamato se realice
por parte de la enzima GDH, remarcando el rol principal de esta enzima en situaciones de estrés
(Vega, 2019), que también participa en la reasimilacién del amonio producido en la
fotorrespiracion (Mifflin y Habash, 2002). Los resultados de la expresidn génica de esta enzima
en C. sorokiniana parecen corroborar estas afirmaciones, ya que hay un incremento significativo
de los niveles GDH con casi todos los metales ensayados (Figura 4.5), especialmente cuando la
microalga es cultivada con Cd en el medio, donde muestra un nivel 7 veces mayor de expresion
génica y 1,6 veces mayor de actividad enzimatica, respecto al cultivo control. En el caso del As
(V), el aumento significativo de los niveles de expresidn génica de la GDH no se corresponde con
los niveles de actividad enzimatica, mostrando C. sorokiniana un comportamiento similar a la
planta Brassica juncea cuando es cultivada con As (Praveen et al. 2019). Finalmente, habria que
destacar una inhibicidn significativa, tanto a nivel de expresidn génica como de actividad
enzimatica, de la enzima GDH en el caso del cultivo con Cu.
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Figura 4.5. Expresion génica relativa de enzimas antioxidantes y precursoras de glutamato y cisteina de
C. sorokiniana sometida a estrés metadlico tras 42 h de cultivo. Los genes estudiados fueron los que
codifican para ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT), glutamina sintetasa (GS), glutamato
deshidrogenasa (GDH), NAD isocitrato deshidrogenasa (/DH) y O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL).
*Diferencias estadisticamente significativas entre el control y los diferentes cultivos, siendo p < 0,05; **y
siendo p < 0,01.

Otra enzima implicada en la sintesis de L-glutamato es la NAD-IDH, que se encarga de aportar el
a-cetoglutarato necesario. Las Figuras 4.3 y 4.5 muestran un aumento del nivel de actividad y
de expresidon de esta enzima cuando C. sorokiniana es cultivada con los distintos metales
pesados. Por un lado, la Figura 4.3 muestra un aumento significativo de la actividad NAD-IDH en
los cultivos con Cd y As (ll1), siendo de hasta el doble del nivel de actividad del control, en el caso
del Cd. Por otra parte, hay un incremento significativo de la expresion génica de esta enzima en
los cultivos de Cd, As (lll) y As (V) de 5, 6 y 12 veces, respectivamente. Estos resultados son
similares a los reportados previamente por nuestro grupo de investigacion en la microalga
Chlamydomonas reinhardtii, a nivel de actividad enzimatica, en cultivos con Cd (Dominguez,
2008), probablemente debido a la necesidad de a-cetoglutarato para la produccion de
glutamato, precursor tanto del GSH como de las PCs. Por otra parte, aunque no hay muchos
estudios publicados con esta enzima en condiciones de estrés por metales, se ha demostrado
que la NAD-IDH puede jugar un papel fundamental a la hora de aliviar el estrés producido por
As en plantas (Rodriguez-Ruiz et al. 2019).

Finalmente, la OASTL es una enzima implicada en el metabolismo del S que produce cisteina,
otro de los aminoacidos necesarios para la sintesis de GSH y de PCs. La Figura 4.3 muestra un
incremento de la actividad enzimdtica OASTL de entre 1,2 y 2 veces respecto al cultivo control,
siendo significativo en el caso del Cd, As (lll) y As (V). Del mismo modo, la Figura 4.5 muestra
también un aumento significativo de la expresidn génica de la OASTL en el caso del Cu, Cd y As
(1) de entre 4 y 8 veces, respecto al control. En el caso del Cd, la induccién significativa de la
OASTL junto con la de la GDH y la NAD-IDH parece indicar que esta inducida la sintesis de PCs 'y
el transporte hacia las vacuolas de Cd*?, lo que estd de acuerdo con los resultados de
acumulacién de este metal que se recogen en la Tabla 4.2. Del mismo modo, la induccién la
produccién de cisteina en presencia de As ha sido descrita en plantas y microalgas, tanto a nivel
de actividad enzimatica como a nivel de expresidn génica. Se postula que este aminodacido puede
intervenir en algin mecanismo mitigador del estrés oxidativo causado por este metaloide
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(Rodriguez-Ruiz et al. 2019; Kumar et al. 2019; Updahyay et al. 2016). Finalmente, siguiendo la
tendencia de las otras enzimas estudiadas, el Cu es el metal que menos afecta la enzima OASTL
de la microalga C. sorokiniana. Aunque, a la concentracién estudiada este elemento provoca
diferencias significativas en la biomasa final, no afecta demasiado a las diferentes rutas
metabdlicas estudiadas.

4.3. Estudio protedmico del efecto del cadmio en la microalga Chlorella
sorokiniana

El Cd es uno de los metales pesados considerados como mas téxicos, ya que ha demostrado ser
un elemento cancerigeno, mutagénico y disruptor hormonal (Tchounwou et al. 2012). Ademas,
puede provocar dafio pulmonar, problemas de fragilidad dsea o alteraciones del calcio en los
sistemas bioldgicos (Dixit et al. 2015). En organismos fotosintéticos, el Cd ha sido sefialado como
un elemento capaz de reducir la actividad fotosintética y el crecimiento celular, causar estrés
oxidativo, dafios en el ADN e interferir en el metabolismo celular (Marchelo et al. 2018). Con el
fin de obtener una comprensién mas profunda de los mecanismos de respuesta que desarrolla
C. sorokiniana a la presencia de Cd, que es el metal que acumula en mayor cantidad, se ha
realizado un estudio sobre el efecto que este metal provoca en la morfologia de la microalga,
mediante microscopia, y en su metabolismo, en base a un estudio protedmico utilizando la
técnica de SWATH-MS. Esta técnica es especialmente novedosa en C. sorokiniana, ya que las
bases de datos no han reportado estudios protedmicos previos en esta microalga.

4.3.1. Efecto de la exposicion al cadmio en el crecimiento y la morfologia celular de
Chlorella sorokiniana

Para comprobar los efectos del Cd se cultivd la microalga C. sorokiniana en medio TAP
optimizado y concentraciones crecientes de Cd, entre 100 y 250 uM, con un cultivo control en
ausencia de Cd (Figura 4.6A). Durante las primeras 24 h, el crecimiento fue bastante similar en
todos los cultivos, no obstante, a partir de este tiempo, se produjo una inhibicién significativa
del crecimiento en el cultivo con 250 uM de Cd. Por lo cual, para realizar los estudios
morfoldgicos se utilizéd esta concentracidén de Cd en el medio de cultivo de C. sorokiniana,
utilizando siempre un control en ausencia del metal, y recogiendo los cultivos tras 40 h de
crecimiento, una vez que existe la inhibicion real del crecimiento, y antes de que exista limitacidn
de nutrientes.

73



Capitulo 4 Estrés metalico

Control + 250 pyM Cd

o
23
o
L5
7]
Wi
e 2 1
ﬁ -+ Control
. 100 uMm
200 uMm
-8-250 pM
0 T
0 20 40 60
Tiempo (h)

Figura 4.6. Efectos fisioldgicos del Cd en C. sorokiniana. Curva de crecimiento en presencia de
concentraciones crecientes de Cd (A), y alteraciones morfoldgicas (B y C) y de fluorescencia (D y E) de las
células de C. sorokiniana en ausencia (B y D) y presencia de 250 uM de Cd en el medio de cultivo (Cy E),
tras 40 h de cultivo.

Los estudios morfoldgicos en ausencia y presencia de Cd se realizaron mediante microscopia
Optica, tal y como se describe en el Capitulo 2. Las imdgenes (Figura 4.6B y C) muestran que la
presencia de este metal provocé diversas variaciones morfoldgicas en C. sorokiniana. Una de
ellas fue el tamano y el nUmero de vacuolas de las células tratadas con Cd (Figura 4.6C), que fue
considerablemente mayor que en las no tratadas, posiblemente debido a la acumulacién de este
metal, ya que uno de los mecanismos de detoxificacion mas comun en organismos fotosintéticos
es el transporte del cation metalico hacia las vacuolas mediado por PCs (Cobbet, 2000). Ademas,
las imagenes de fluorescencia tomadas de las mismas células (Figura 4.6D y E) mostraron que la
intensidad de la fluorescencia debida a la clorofila fue mucho mayor en el caso de las células no
tratadas con Cd (Figura 4.6D), lo cual justificaria los resultados de crecimiento mostrados en la
Figura 4.6A, y es coherente con estudios fisioldgicos previos en C. sorokiniana que muestran una
menor actividad fotosintética en presencia de Cd (Carfagna et al. 2013). Por otra parte, los datos
de concentracion intracelular de Cd en la microalga y en el medio de cultivo fueron 2,73 + 0,06
ppmy 145 + 27 uM, respectivamente, lo que indican que C. sorokiniana es capaz de retirar hasta
un 40% del Cd del medio de cultivo, mostrando su capacidad bioacumuladora tal y como se
indicé en la Tabla 4.2, en relacién a su alto factor de bioconcentracién para Cd.

4.3.2. Alteraciones en el proteoma de Chlorella sorokiniana como consecuencia de la
exposicion al cadmio

Para el andlisis SWATH-MS, en primer lugar, se generd una libreria de proteinas de C. sorokiniana
identificadas. Para ello, las proteinas del extracto crudo se extrajeron mediante el método del
TRIzol, tal y como se describe en el Capitulo 2. Los extractos crudos preparados a partir del
cultivo control y de los cultivos en presencia de Cd 250 uM, se sometieron a una digestién
triptica, para posteriormente analizarlos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas de alta resolucion (LC-MS/MS). Se analizaron tres replicas bioldgicas de cada una de
las condiciones. Tras lo cual, los péptidos se analizaron mediante una aproximacion DDA (Data
Dependent Acquisition), generando una libreria de espectros de fragmentacién de cada una de
las muestras a analizar. Tras integrar los seis conjuntos de datos, se identificaron 13193 péptidos
(1% False Rate Discovery; FDR y 96% confianza) correspondientes a 1776 proteinas (1% FDR).
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En segundo lugar, se llevd a cabo la cuantificacion por SWATH. Para ello las muestras se
analizaron por duplicado (dos réplicas de cada una de las tres muestras bioldgicas del control y
del cultivo tratado con Cd) mediante método DIA (Data Independent Acquisition), usando las
mismas condiciones cromatograficas que para generar la libreria. De los espectros de
fragmentacién de los 12 conjuntos de datos se obtuvieron un total de 30635 transiciones idnicas,
4386 péptidos y 1432 proteinas. De estas, 779 fueron estadisticamente diferentes con un valor
de p < 0,05 (Figura 4.7A). De este grupo, 218 fueron mas abundantes en los cultivos no tratados
con Cd (fold change > 1,5), y 255 fueron mas abundantes en los cultivos tratados con Cd (fold
change < 0,66). Ademas, se detectaron 317 proteinas que estaban presentes sélo en los cultivos
no tratados y 412 presentes sdlo en los cultivos tratados con Cd.
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Figura 4.7. Diagrama de Venn con las proteinas identificadas de C. sorokiniana en el control y en cultivo
tratado con 250 uM de Cd (A), y clasificacion funcional seglin GO de las proteinas que sélo se
encontraron o fueron significativamente mas abundantes en los cultivos tratados con Cd clasificadas en
procesos biolégicos (B) y funcion molecular (C). De las 1432 proteinas cuantificadas en ambos cultivos,
218 se encontraron reprimidas en Los cultivos tratados con Cd (flecha roja), 255 fueron inducidas (flecha
verde) y 959 no mostraron diferencias estadisticamente significativas (=). Las otras proteinas solo se
encontraron en una de las dos condiciones

Se clasificaron las 667 proteinas que fueron mds abundantes o que sélo aparecieron en los
cultivos tratados con Cd por GO (Gene Orthology), segun la base de datos UniProt (Pundir et al.
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2016). En esta clasificacién de GO se obtuvieron, seglin procesos bioldgicos, 172 proteinas que
intervienen en procesos metabdlicos y 194 proteinas que participan en procesos celulares,
incluyendo las respuestas al estrés y la reparacion del ADN (Figura 4.7B). La clasificacion segun
las funciones moleculares mostré que la mayoria de las proteinas identificadas tenian algun tipo
de actividad catalitica (Figura 4.7C). El andlisis de estas proteinas en el mapa de rutas
metabdlicas KEGG también indicd que la mayor parte de las proteinas, 136, formaban parte de
rutas metabdlicas, especialmente en la biosintesis de metabolitos secundarios y aminoacidos.

Finalmente, para determinar la relevancia funcional del efecto del Cd en la fisiologia de C.
sorokiniana, se analizaron las interacciones proteina-proteina mediante la base de datos STRING
v10.5 (Szklarcyzk et al. 2015), utilizando una alta confianza (interaction score > 0,700). Se
observaron un total de 364 interacciones proteina-proteina (Figura 4.8), y se detectaron al
menos tres clusteres de proteinas conectados por la funcién bioldgica. El primero contiene las
proteinas implicadas en rutas metabdlicas y el metabolismo del carbono (nodos rojos), que a su
vez estd unido a un segundo cluster de proteinas del espliceosoma y la unién de ARN (nodos
verdes). Por ultimo, el tercer clister agrupa a proteinas ribosomales y otras sin una funcién
definida (nodos azules).
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Figura 4.8. Red de interaccidn proteina-proteina de las que fueron significativamente mds abundantes
o sélo fueron localizadas en los cultivos tratados con Cd. Los circulos representan las proteinas y las
lineas de unién las interacciones. Los nodos en rojo, azul o verde son los clusteres localizados por el
algoritmo k-means.

4.3.3. Efecto del cadmio en la fotosintesis y la fotorrespiracion

Uno de los procesos fisiolégicos mas importantes para las microalgas y que es mas susceptible
de sufrir alteraciones en presencia de metales pesados es la fotosintesis (Azhar et al. 2019). En
este sentido, el estudio protedmico realizado en C. sorokiniana revela que la mayor parte de las
proteinas relacionadas con la fotosintesis estaban reprimidas en los cultivos de Cd con
diferencias estadisticamente significativas respecto a los cultivos control (Figura 4.9A, Tabla 4.3).
Entre estas proteinas se incluyen la ferredoxina (11,7 veces), la ferredoxina NADP reductasa (1,8
veces), las subunidades lll, VI y XI del centro de reaccidon del fotosistema | (3,9, 2,0 y 4,2 veces,
respectivamente). También se muestra una leve induccion de la proteina 2 del potenciador de
oxigeno del fotosistema Il (1,5 veces). Ademas, 5 proteinas antena, 2 de ellas del fotosistema |
y 3 del fotosistema Il, se mostraron reprimidas en los cultivos con Cd en el medio. El conjunto
de todos estos resultados muestran una clara represidn general de la fotosintesis, asi como una
inhibicién en la produccién de clorofilas, lo cual estd de acuerdo con los resultados obtenidos
mediante microscopia de fluorescencia (Figura 4.6D y E), donde las imdgenes mostraban que las
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células de C. sorokiniana cultivadas en presencia de Cd tenian menor nivel de fluorescencia,
debida a la clorofila, lo que indica un menor contenido de este compuesto y, consecuentemente,
una menor actividad fotosintética. Ademas, estos resultados concuerdan también con estudios
previos realizados en otras microalgas o plantas, en los que se indican como el Cd provoca una
disminucién de la capacidad fotosintética en estos organismos (Ma et al. 2018).
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Figura 4.9. Efecto del Cd en las rutas de fotosintesis y fotorrespiracion de C. sorokiniana. Los diagramas
de la fotosintesis (A) y la fotorrespiracion (B) muestran las proteinas inducidas en los cultivos tratados con
Cd con flechas verdes, y las proteinas reprimidas con flechas rojas. Los archivos del Protein Data Bank
(PDB) de las estructuras 3D representadas son: 1W5C para el fotosistema Il (PSII), 1Q90 para el complejo
citocromo b6f (Cit b6f), 6JO5 para el fotosistema | (PSl), 2PLT para la plastocianina (Pc), 4ITK para la
ferredoxina (Fd), 3VO1 para la ferredoxina-NADP reductasa (FNR) y 5Y5Z para la ATPasa. Las proteinas de
la fotorrespiracion indicadas son: ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), fosfoglicerato
fosfatasa (PGP), glicolato oxidasa (GO), alanina-glioxilato aminotransferasa (AGT), serina
hidroximetiltransferasa (SHMT), glicina descarboxilasa (GDC), serina-glioxilato aminotransferasa (SGT),
glicerato deshidrogenasa (GyDH), y glicerato quinasa (GK).

Por otro lado, como se aprecia en la Figura 4.9B, el proceso de fotorrespiracién se encontrd
inducido en C. sorokiniana cuando se cultivé en presencia de Cd. Aunque este proceso consume
ATP y poder reductor, se ha propuesto como un mecanismo de adaptacion que las plantas
suelen adoptar cuando existen problemas con el normal funcionamiento de la cadena de
transporte electrdnica cloroplastica (Li, T et al. 2020). Ademas, la fotorrespiracién genera otros
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metabolitos como la glicina, necesaria para la sintesis de GSH y PCs (D’ Alessandro et al. 2013).
Los resultados de este estudio (Figura 4.9B y Tabla 4.3) mostraron una induccidn significativa de
la Rubisco (2,1 veces), la fosfoglicerato fosfatasa (2,1 veces), la alanina-glioxilato
aminotransferasa (2,2 veces), la serina hidroximetiltransferasa (1,8 veces) y la serina-glioxilato
aminotransferasa (2,0 veces). Estos resultados concuerdan con estudios previos donde,
mediante ensayos fisioldgicos, se vio un aumento de la capacidad fotorrespiratoria de C.
sorokiniana en presencia de Cd (Carfagana et al. 2013); o, mediante estudios protedmicos, al
demostrarse una induccion de la fotorrespiracidon cuando la microalga Skeletonema dohrnii fue
cultivada con este metal (Thangaraj et al. 2019).

4.3.4. Respuestas en la fosforilacion oxidativa debido al cadmio

La exposicién de C. sorokiniana al Cd también mostré una represidon de sintesis de los
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial (Figura 4.10; Tabla 4.3), donde la mayor
parte de los complejos se vieron afectados. Los complejos I, Il y lll tuvieron una represién de 1,7,
1,6 y 4,3 veces, respectivamente. Sin embargo, el complejo V (ATP sintasa) no se vio afectado
por la exposicion al Cd. Estos resultados pueden estar relacionados con la induccién de las
proteinas de la fotorrespiracion (Figura 4.9B), ya que ambos procesos compiten por el O,
disponible en las células. Ademas, se ha descrito que esta competicién puede causar episodios
de hipoxia en la mitocondria por lo que, al estar inducida la fotorrespiracién, la fosforilacion
oxidativa tendria menor capacidad de realizarse y se reduciria la expresion de sus proteinas y su
actividad (Gupta et al. 2009). También existe una represidon en el complejo IV (Citocromo ¢
oxidasa; 5,6 veces), que junto con la observada en el complejo Il (Complejo bc:) podria dar lugar
a la alteraciéon de la homeostasis celular y, como consecuencia, a la acumulacién de ROS, tal y
como ha sido descrito para la microalga Thalasiossira pseudonana (Lin, Q et al. 2017).

Espacio intermembrana JCite

Matriz mitocondrial

Figura 4.10. Efecto del Cd en la fosforilacion oxidativa de C. sorokiniana. El diagrama de la cadena
respiratoria mitocondrial muestra las proteinas reprimidas (flechas rojas). Los archivos del Protein Data
Bank (PDB) de las estructuras 3D representadas son: 5LDW para el complejo | (Cl), 4PED para la coenzima
Q (CoQ), INEN para el complejo Il (Cll), 1PPJ para el complejo Il (ClIl), 3ZCF para el citocromo c (Citc),
5B1B para el complejo IV (CIV) y 2XND para el complejo V (CV).

4.3.5. Estrés oxidativo y alteraciones en el metabolismo antioxidante producidos por
cadmio

Para mitigar la toxicidad de las ROS en el organismo, las plantas y microalgas han desarrollado
diferentes mecanismos con el fin de intentar controlar la cantidad de estos compuestos en la
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célula. En este estudio se comprobé que, cuando la microalga C. sorokiniana estd expuesta a Cd,
la produccion de GSH se induce significativamente mediante las enzimas lactoglutation
cloroplastica, lactoglutation liasa, hidroxiacilglutation hidrolasa y glutatidon sintetasa, cuya
expresion aumentd 1,5, 2,0, 2,1 y 2,1 veces, respectivamente (Tabla 4.3). Ademas, las enzimas
glutation peroxidasa, glutatidon reductasa y glutation S transferasa sufrieron una leve induccion
en los cultivos con Cd en el medio (1,2, 1,3 y 1,1 veces respectivamente). Otras enzimas del ciclo
glutatién-ascorbato inducidas de forma significativa fueron la L-ascorbato peroxidasa y la
monodehidroascorbato reductasa (1,8 y 1,5 veces, respectivamente). Finalmente, la catalasa
también estaba inducida significativamente en los cultivos tratados con Cd (1,7 veces). Estos
resultados confirman los datos que venian dando estudios previos, tanto fisiolégicos como
proteédmicos, en microalgas y plantas superiores sometidas a estrés metdlico, donde el sistema
antioxidante es activado con el fin de controlar el aumento de ROS que se produce como
respuesta a este tipo de estrés (Ismaiel et al. 2018; Du et al. 2018). Por ultimo, los datos
proteémicos de las enzimas L-ascorbato peroxidasa y catalasa, confirman los resultados de
actividad enzimatica y expresion génica mostrados en las Figuras 4.3 y 4.5, respectivamente.

Tabla 4.3. Lista de las proteinas que presentan diferencias significativas entre los cultivos control
y los tratados con Cd, clasificadas mediante rutas metabdlicas.

Accession Proceso biolégico/Proteina Fold Chc.mge
(media)
Fotosintesis
AOA2P6U1P1 Ferredoxina 0,0000
AOA2P6TNF1 Ferredoxina-NADP+ reductasa 0,0000
AOA2P6TC44 Centro de reaccion del fotosistema | subunidad XI 0,0000
AOA2P6TPVS Centro de reaccion del fotosistema | subunidad 11l 0,0000
AOA2PETPU7 Centro de reaccién del fottosi.stema | subunidad VI 0,0489
cloroplastica
AOA2P6TWR3  Fotosistema Il proteina 2 del potenciador de oxigeno 0,0013
Fotorrespiracion
AOA2P6TYH6 Rubisco activasa 0,0186
AOA2P6TG73 Fosfoglicolato fosfatasa 0,0042
ADAZPETULS Alanina-glioxilato a.minotrar.15ferasa 2 proteina 0,0004
mitocondrial
AOA2P6TS62 Serina hidroximetiltransferasa 0,0000
AOA2P6U1P2 Serina-glioxilato aminotransferasa isoforma A 0,0000
Fosforilacion oxidativa
AOA2P6TPMO NADH-ubiquinona oxidoreductasa complejo |
AOA2P6TZ97 Succinato-CoA ligasa subunidad beta, mitocondrial
ADA2P6TX21 Complejo citocromo bcl subunidad 7
AOA2P6TEI8 Citocromo c oxidasa subunidad 6B
A0A2P6THQ1 Citocromo c oxidasa mitocondrial subunidad 13 kD
Respuesta al estrés
AOA2P6THP5 Lactoglutation cloroplastica putativa 0,0003
AOA2P6TIMO Lactoilglutation liasa isoforma X2 0,0000
AOA2P6TZHS Hidroxiacilglutation hidrolasa 0,0002
AOA2P6TSGO Glutatidn sintetasa 0,0000
AOA2P6TI90 Glutation peroxidasa 0,1540
AOA2P6TMT4 Glutation reductasa 0,0000
AOA2P6TZS9 Glutation S-transferasa isoforma B 0,5313
AOA2P6TNRS Glutatién S-transferasa 0,4884
ADA2P6TC42 L-ascorbato peroxidasa 6 0,0001
AOA2P6TYSO Monodehidroascorbato reductasa 0,0000
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Accession Proceso biolégico/Proteina Fold Change p
(media)
AOA2P6TUJ2 Catalasa 0,0000
AOA2P6TT94 Heat shock 70 kDa 14 0,0000
AOA2P6TZR3 Heat shock 70 kDa 17 0,0003
AOA2P6TR21 Heat shock 70 0,0065
AOA2P6TM18 Heat shock 70 0,0004
AOA2P6TT53 Heat shock 70B 0,0000
AOA2P6TSH5 Hsp70-Hsp90 2
AOAIPETYG2 Hsp70 factor mterc.amblador de nucledtidos FES1
isoforma X1
AOA2P6TG12 28 kDa estable a la acidez y al calor Hsp isoforma X1
Metabolismo de carbohidratos
AOA2P6TZQ3 Acetil-CoA sintetasa 0,0000
AOA2P6TD11 Piruvato carboxilasa isoforma B 0,0000
AOAIPETKK3 Piruvato deshidrogenasa compor‘nente E1 subunidad 0,0796
beta-cloroplastica
AOA2P6TFSO Piruvato, fosfato diquinasa 0,0000
AOA2P6TPT3 Fosfofructoquinasa isoforma A 0,0181
AOA2P6TCPS Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 0,0000
ADA2P6TBI6 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 0,0190
ADA2P6U3Z2 Alpha-1,4 glucan fosforilasa 0,0000
AOA2P6TQG1 Alpha-amilasa 0,0954
AOA2P6TUQ4 4-alpha-glucanotransferasa 0,0484
AOA2P6U2S7 Citrato sintasa 0,0000
AOA2P6TQS82 Fumarato isoforma A 0,0000
AOA2P6TTG2 Succinato deshidrogenasa mitocondrial 0,0003
AOA2P6U4Q6 Succinato deshidrogenasa subunidad b560 0,0000
Metabolismo N/S
AOA2P6EVAA3 Glutamato sintasa 0,0000
AOA2P6TIVS Glutamato deshidrogenasa 0,3563
AOA2P6TQLO Glutamina sintetasa 0,0003
AOA2P6TEV1 Sulfito reductasa isoforma A 0,0000
AOA2P6TE71 Cisteina sintasa 0,0000
AOA2PETWT6E Serina treonina-fosfatasa 2A activador 0,0065
Biosintesis de aminoacidos
AOA2P6U2UO Serina hidroximetiltransferasa 0,0000
AOA2P6TS62 Serina hidroximetiltransferasa 0,0000
AOA2P6U422 Serina hidroximetiltransferasa 0,5046
AOA2P6U2VS Alanina aminotransferasa 2 0,0000
AOA2P6TIZ5 Alanina aminotransferasa isoforma B 0,0000
ADAZPETULS Alanina-glioxilato a'minotrar.15ferasa 2 proteina 0,0004
mitocondrial
AOA2P6TYD7 Fosfoserina fosfatasa 0,0005
AOA2P6U101 Serina/treonina fosfatasa 0,0000
AOA2P6TWE7 Aspartato aminotransferasa 0,0000
AOA2P6TPG2 Pirrolina-5-carboxilato reductasa 0,0000
AOA2P6TUJO Aldehido deshidrogenasa 22A1 0,0055
AOA2P6TECS Aldehido deshidrogenasa 0,0000
Metabolismo de Lipidos/Carotenoides
AOA2P6TKWS3 Acil-ACP desaturasa
AOA2P6TEE4 Zeaxantina epoxidasa
AOA2P6TFBO §-caroteno desaturasa

Los cuadros rojos indican proteinas reprimidas en presencia de Cd vy, los verdes, las inducidas en las
mismas condiciones. Los cuadros azules reflejan las proteinas sélo detectadas en los cultivos con Cd en el
medio. Tabla 4.3 Continuacion
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Otra estrategia antioxidante que poseen las plantas y las microalgas es la reparacion de
proteinas dafiadas. En esta respuesta, se induce la sintesis de un grupo de proteinas
denominadas HSPs (Heat Shock Proteins), cuya funcién es actuar de chaperonas asistiendo a la
reparacion de proteinas dafiadas (Hasan et al. 2017), lo que justifica que muchas de las HSPs de
C. sorokiniana se indujeron en los cultivos tratados con Cd o que sélo se detectan en estas
condiciones (Tabla 4.3). Estos resultados se correlacionan, ademas, con los datos de Sewelam y
colaboradores (2019), que demostraron que la expresion de las HSPs en Arabidopsis thaliana
crecida en condiciones normales es muy baja. Las HSPs también son capaces de prevenir la
agregacion de proteinas en condiciones de estrés, y la mayoria son facilmente inducibles o,
incluso, se expresan de manera constitutiva en situaciones ambientales adversas, por lo que su
induccidn en los cultivos de Cd es légica (Mu et al. 2013).

Aungque la induccion del ciclo glutatidon-ascorbato y de las HSPs son mecanismos de respuestas
frente al estrés oxidativo, existen otras rutas metabdlicas, que también pueden verse afectadas
por el estrés metalico. Algunas de las principales son las encargadas de la asimilacion de
nutrientes.

4.3.6. Efecto del cadmio en la asimilacién y el metabolismo del carbono

En el presente estudio, la principal fuente de carbono de C. sorokiniana es el acetato, que es
asimilado y convertido en acetil-CoA por la enzima acetil-CoA sintetasa (ACS). En la microalga
clorofita Chlamydomonas reinhardtii, la expresion del gen que codifica para la ACS se induce
cuando aumenta la concentracidn de la fuente de C (Rengel et al. 2018). Sin embargo, en este
estudio, donde el medio de cultivo tiene una concentracion de 100 mM de acetato (en exceso
para las necesidades de la microalga), se observa, una represidén de la proteina ACS (2,2 veces)
en las células cultivadas en presencia de Cd. Este hecho, provocaria una limitacion de la
suplementacion de C via acetato y, como consecuencia, la microalga deberia buscar o activar
vias alternativas de suministro de carbono. Los resultados proteémicos muestran una leve
induccion de la enzima fosofoenolpiruvato carboxiquinasa (1,3 veces), capaz de catalizar la
transformacion de oxalacetato a fosfoenolpiruvato en la gluconeogénesis, lo que indicaria que
esta ruta contribuiria a la aportacidn de glucosa como fuente de C. Ademas, se puede comprobar
también una induccién en los primeros pasos de la glucdlisis en los cultivos tratados con Cd
(Figura 4.11; Tabla 4.3), aunque sélo la fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa mostraron
diferencias estadisticamente significativas (1,5- y 1,7 veces). Por otra parte, la a-1,4-
glucanofosforilasa (2,4 veces), la 4-a-glucanotransferasa (1,5 veces) y la a-amilasa (1,7 veces)
también se ven inducidas bajo estrés provocado por Cd, lo que podria explicarse como un
mecanismo de adaptacidn por el cual la microalga C. sorokiniana podria degradar parte de las
reservas de almiddn para aumentar la disponibilidad de carbono en estas condiciones adversas.
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Figura 4.11. Alteraciones en el metabolismo del almiddn, glucdlisis, gluconeogénesis y ciclo de Krebs en
C. sorokiniana tras su exposicion a Cd. Los esquemas del catabolismo del almiddn, glucdlisis,
gluconeogénesis y ciclo de Krebs muestran las proteinas inducidas en Cd con flechas verdes y las
reprimidas con flechas rojas. Las proteinas representadas son: a-1,4 glucanfosforilasa (a-GPP), a-amilasa
(a-Ami) y 4-a-glucanotransferasa (a-GT) para el catabolismo del almiddn; hexoginasa (HK), glucosa 6-
fosfato isomerasa (PGl), 6-fosfofructoquinasa (PFK), aldolasa, triosa fosfato isomerasa (TPI),
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), fosfoglicerato quinasa (PGK), fosfoglicerato mutasa
(PGM), enolasa, piruvato quinasa (PK), piruvato deshidrogenasa (PDH) y acetil CoA sintetasa (ACS) para la
glucalisis; piruvato carboxilasa (PC), piruvato carboxiquinasa (PCK), fructosa-1,6-bifosfatasa (FP) y glucosa
6-fosfatasa (GP) para la gluconeogénesis; y citrato sintasa (CS), actinasa (AC), isocitrato deshidrogenasa
(IDH), a-cetoglutarato deshidrogenasa (KDH), succinil CoA sinstasa (SCS), succinato deshidrogenasa (SDH),
fumarasa (FM), y malato deshidrogenasa (MDH) para el ciclo de Krebs.

La exposicidon de C. sorokiniana al Cd produjo una represion de algunas enzimas del ciclo de
Krebs (Figura 4.11; Tabla 4.3), siendo la represién estadisticamente significativa en el caso de la
citrato sintasa (1,9 veces), la fumarasa (1,6 veces) y la succinato deshidrogenasa (2,3 y 1,7 veces).
No obstante, el ciclo de Krebs no sufre excesivas alteraciones, lo que esta de acuerdo con lo
reportado previamente en plantas, donde sélo algunas de las enzimas se ven reprimidas en
presencia de Cd (He et al. 2019). Este hecho podria ocurrir para mantener el soporte de poder
reductor en la célula bajo condiciones de estrés. Ademas, en presencia de Cd, la expresion de la
piruvato deshidrogenasa también se encuentra inducida (Tabla 4.3), lo que apoyaria este
postulado.
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4.3.7. Alteraciones en la asimilacion y el metabolismo del nitrégeno y el azufre

La fuente de N que se utilizd para el cultivo de C. sorokiniana fue amonio, que es la fuente
preferida por las microalgas y se asimila a través del ciclo GS-GOGAT, asi como de manera
alternativa a través de la GDH (Vega, 2019). Los resultados de este estudio muestran una
induccion de este ciclo debido al efecto del Cd, principalmente en el caso de la GOGAT (3,2
veces); (Figura 4.12; Tabla 4.3). Por otra parte, la enzima GDH se encuentra levemente inducida
(1,1 veces), lo que concuerda con los resultados de expresién génica y actividad enzimatica
previamente mostrados en las Figuras 4.3 y 4.5. Este aumento observado en la GDH, puede ser
debido al papel que juega en la reasimilacién del amonio producido durante la fotorrespiracion
(Mifflin y Habash, 2002), que como previamente se ha indicado se encuentra inducida (Figura
4.9B); o bien en su participacién en el aporte de glutamato necesario para la sintesis de GSH o
de las PCs (Devriese et al. 2001). Ademas, diferentes estudios realizados con Chlamydomonas
reinhardtii también han mostrado un incremento de la actividad GDH bajo diferentes
condiciones de estrés, como el tratamiento con metales pesados, la alta salinidad o la alta luz
(Dominguez et al. 2003).
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Figura 4.12. Cambios del proteoma en la ruta de asimilacion del N y el S cuando C. sorokiniana es
cultivada con Cd. Se representan las rutas de asimilacion del N y el S, donde las proteinas inducidas en los
cultivos de Cd estdn indicadas por las flechas verdes, y las reprimidas, por las flechas rojas. Las proteinas
representadas son: nitrato reductasa (NR), nitrito reductasa (NiR), glutamina sintetasa (GS) y glutamato
sintasa (GOGAT) en la asimilacion del N; y fosfoglicerato deshidrogenasa (PGDH), fosfoserina
transaminasa (PSAT), fosfoserina fosfatasa (PSP), ATP-sulfurilasa (ATPS), adenosina-fosfosulfato
reductasa (APSR), sulfito reductasa (SiR) y O-acetilserina (tiol)-liasa (OASTL), en la asimilacion del S.

Por otra parte, el azufre es otro elemento esencial en el crecimiento de las microalgas, y los
resultados de este estudio muestran una induccidn general de la ruta de asimilacidon del S
cuando se cultivé C. sorokiniana con Cd (Figura 4.12; Tabla 4.3). Las enzimas afectadas en el
proteoma de C. sorokiniana fueron la sulfito reductasa y la OASTL, que aparecen inducidas de
forma significativa (2,3 y 1,5 veces, respectivamente). Ademas, los resultados previamente
mostrados de actividad enzimatica y expresion génica indicaban también una induccion en la
enzima OASTL cuando C. sorokiniana es cultivada con la misma concentracion de Cd (Figura 4.3
y 4.5). Resultados previos en Chlamydomonas reinhardtii muestran que la presencia de Cd en el
medio ademads incrementa el consumo de sulfato en un 40% (Vega et al. 2006), confirman
nuestros resultados.

La induccién de la asimilacién de N y de S, por Cd, genera un aumento de la concentracidn de
glutamato y cisteina y, junto con la induccién de la produccién de glicina por la fotorrespiracion
(Figura 4.9B), provoca un aumento de la expresidén de los aminoacidos precursores de las PCs,
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que se han descrito como elemento de detoxificacidn para el estrés producido por Cd (Morelli y
Scarano, 2004).

4.3.8. Cambios causados por el cadmio en la sintesis de aminoacidos

Ademads del aumento anteriormente indicado en la sintesis de glutamato y cisteina, la
produccién de glicina y serina, en C. sorokiniana, fue también inducida de manera
estadisticamente significativa por la exposicion a Cd, a través de Ila serina
hidroximetiltransferasa, la alalina aminotransferasay la alanina-glioxilato aminotransferasa (1,8,
1,6 y 2,2 veces, respectivamente), en el caso de la glicina; y la fosfoserina fosfatasa y la
serina/treonina fosfatasa (1,8 y 2,5 veces, respectivamente), en el caso de la serina. Previamente
se ha mencionado que la glicina interviene en la sintesis de GSH y PCs, por lo que parece légico
una induccién de su sintesis bajo el estrés provocado por el Cd. Por otra parte, la serina es
necesaria para la sintesis de cisteina y glicina y, por lo tanto, también para la obtencion de GSH
y PCs (Zhou et al. 2017), por lo que también parece normal que la microalga también responda
aumentando la sintesis de este aminodacido. Ademas, se ha puesto de manifiesto en un reciente
estudio transcriptomico la importancia de la enzima serina/treonina fosfatasa cuando la
microalga Ochromonas sp. esta sometida a estrés abiético, como elemento mitigador del mismo
(Zhang et al. 2018).

4.3.9. Efectos del cadmio en las proteinas ribosomales

Los ribosomas tienen un rol principal en el metabolismo de proteinas, por lo que es necesario
saber como afecta la exposicién de Cd a la expresidén de proteinas ribosomales. Los resultados
proteédmicos en C. sorokiniana mostraron que 30 proteinas relacionadas con los ribosomas se
encontraron reprimidas en presencia de Cd (Figura 4.9), mientras que 9 de ellas, principalmente
se la subunidad mayor del ribosoma, se encontraron inducidas. Esta represidn general de las
subunidades ribosomales podrian ser la causante de la menor concentracién de proteinas
observada en C. sorokiniana cuando es sometida a condiciones de estrés, de acuerdo con los
resultados de concentracién de los extractos crudos cultivados con Cd (1,1 mg mlt en los cultivos
control frente a 0,7 mg ml? en los cultivos sometidos a tratamiento de Cd). Ademas, estudios
transcriptomicos similares han reportado la represion de las proteinas ribosomales, en plantas
y otras microalgas clorofitas, cuando se cultivaron con Cd en el medio (Zhu et al. 2018; Zhu et
al. 2019).

4.3.10. Otras alteraciones inducidas por cadmio

Ademds de las rutas anteriormente indicadas, existen otras que también pueden ser
susceptibles al estrés metalico, como pueden ser las implicadas en la sintesis de lipidos o de
carotenoides. En C. sorokiniana sometida a estrés por Cd, los resultados muestran una fuerte
induccion de la acil-ACP desaturasa (5,6 veces), enzima que participa en la sintesis de acidos
grasos poliinsaturados (Tabla 4.3). Sin embargo, también se puede observar una represion
general en la biosintesis de glicerolipidos en estas condiciones. Esta respuesta concuerda con
los resultados morfoldgicos de las células de C. sorokiniana (Figura 4.6C y E), puesto que la
represién de la produccion de glirerolipidos puede causar dafios en la pared celular y modificar
su estructura, tal y como aparece en las imagenes, y como se ha descrito en Euglena gracilis
(Einicker-Lamas et al. 1996).

Por otra parte, este estudio protedmico no revelé excesiva informacién sobre la ruta de la
carotenogénesis, ya que tan solo se cuantificaron diferencias estadisticamente significativas en
la expresion de la zeaxantina epoxidasa (ZEP) y la €-caroteno desaturasa (ZDS). La ZEP es una
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enzima que cataliza la conversién de zeaxantina en violaxantina y que en este caso se encuentra
reprimida (1,7 veces). Esto puede deberse a que, bajo situaciones de estrés, la acumulacién de
zeaxantina se encuentra inducida (Varela et al. 2015), por lo que esta enzima se hace menos
necesaria para la célula. Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion han
demostrado, que la expresion génica de la ZEP en la microalga Chlamydomonas reinhardtii se
encuentra reprimida, y el equilibrio zeaxantina-violaxantina desplazado hacia el primer
compuesto, en condiciones de estrés tales como alta luz o carencia de nitrégeno en el medio
(Couso et al. 2012). La ZDS, también reprimida en los cultivos tratados con Cd (2,5 veces),
participa en la desaturacion del fitoeno, que comprende los pasos desde fitoeno, mediados por
la fitoeno desaturasa (PDS) y por la ZDS, a trans licopeno. Estas dos enzimas tienen un
mecanismo comun y utilizan plastoquinona (PQ) como aceptor de H, conectado esta ruta con la
cadena de transporte de electrones de la fotosintesis (Grossman et al. 2004). Debido a que la
presencia de cadmio provocd una represion de la fotosintesis (Figura 4.9A), existe una baja
capacidad de oxidacion del plastoquinol para regenerar la PQ, por lo que habria una baja
disponibilidad del aceptor de H necesario para el funcionamiento de esta enzima, al igual que se
ha observado en estudios previos con Euglena gracilis en condiciones de estrés (Kato et al.
2019).
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Resumen

En este Capitulo se describe la optimizacion del proceso de electroporacion para la
transformacion de la microalga Chlorella sorokiniana utilizando el gen de resistencia a la
paromomicina, aminoglicésido 3'-fosfotransferasa (APHVIII) de Streptomyces rimosus, como
marcador selectivo. Este gen fue expresado bajo el control de tres promotores heterdlogos
diferentes: el del gen del ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S), el de la
nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (NOS) y el promotor hibrido HSP70A/RBCS2 de
Chlamydomonas reinhardtii. A partir del nimero de transformantes obtenidos se pudo concluir
que el promotor CaMV 35S fue el mas eficiente de los tres para Chlorella sorokiniana. Ademas,
se corrobord la presencia del gen marcador en el genoma de Chlorella sorokiniana mediante
PCR, asi como su expresion, tanto a nivel de transcritos como a nivel de proteinas, mediante RT-
PCR y western blot, respectivamente. Finalmente, se desarrollé un método de criopreservacion
de los transformantes a -80 °C para su conservacion durante largos periodos de tiempo.

Abstract

In this chapter, an electroporation procedure was optimized for the nuclear transformation of
Chlorella sorokiniana, using the paromomycin resistance aminoglycoside 3*-phosphotransferase
(APHVIII) gene from Streptomyces rimosus as selective marker. The APHVIII gene was expressed
under the control of three different heterologous promoters, such as those from the cauliflower
mosaic virus 35S RNA gene (CaMV 35S), the nopaline synthase (NOS) gene from Agrobacterium
tumefaciens, and the hybrid HSP70A/RBCS2 promoter from Chlamydomonas reinhardtii.
Transformants were obtained for all the promoters tested, being the CaMV 35S promoter the
most efficient one. The presence of the marker gene in the genome of C. sorokiniana
transformants was demonstrated by PCR and its expression was detected, both at transcript and
protein levels, by RT-PCR and western blot analysis, respectively. In addition, a method for long-
term cryopreservation of the transformant lines at -80 °C has been optimized.
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5.1. Introduccion

Las microalgas constituyen un grupo heterogéneo de organismos fotosintéticos con un gran
potencial biotecnoldgico, cuyo interés ha ido creciendo en los Ultimos afios gracias a sus
aplicaciones como combustibles de tercera generacidn o a su capacidad de producir compuestos
de alto valor afiadido (Chia et al. 2018; Henley et al. 2019). Uno de los retos mas importantes es
incrementar la productividad de biomasa de estos organismos con el fin de obtener
bioproductos con unos precios mas competitivos en el mercado, especialmente en el caso de
biocombustibles. Para ello se estan llevando a cabo intensas campafias de prospeccion con el
fin de aislar e identificar nuevas especies de microalgas con mejores tasas de crecimiento y
contenido en los productos deseados, ademds de estudios para mejorar el disefio de
fotobiorreactores que permitan la produccidn eficiente y econdmicamente competitiva de
microalgas a gran escala. Destacan también los intentos para mejorar los fenotipos de las cepas
conocidas, con el fin de lograr cepas mejoradas con mayor potencial biotecnoldgico, siendo la
ingenieria genética la estrategia mas prometedora, segun indican muchos autores (Fajardo et
al. 2019; Sharma et al. 2018).

La microalga mas estudiada y la primera cuyo genoma fue modificado genéticamente es la
clorofita Chlamydomonas reinhardtii, que continda siendo, tras mas de 30 aios, el organismo
modelo para las herramientas bioinformaticas desarrolladas en microalgas (Ledn-Bafiares et al
2004). Sin embargo, los recientes éxitos obtenidos en la modificacién genética de otras
microalgas de interés aplicado como Nannochloropsis gaditana (Ajjawi et al. 2017), Tetraselmis
chuii (Ubeda-Minguez et al. 2017) o Pavlova lutheri (Prasad et al. 2019a) han estimulado la
investigacion en este campo. No obstante, aunque el nimero de microalgas modificadas
genéticamente continla creciendo, todavia existen limitaciones importantes para conseguir la
expresion estable y eficiente de genes exdgenos en microalgas, como la baja eficiencia de la
transformacion, la falta de promotores u otras secuencias reguladoras adecuadas, o la
inestabilidad de los transformantes (Ledn-Banares et al. 2004).

Otro problema adicional es el mantenimiento de los transformantes obtenidos durante largos
periodos de tiempo, puesto que los subcultivos sucesivos requieren gran esfuerzo y suponen un
riesgo de contaminaciones o variaciones clonales. La criopreservacion surge como una excelente
opcidn para solventar estos inconvenientes, ya que puede detener la actividad celular y
preservar la viabilidad del cultivo, asi como la integridad del genoma durante largos periodos de
tiempo (Kirsop, 1984). Muchos estudios han demostrado la viabilidad de la criopreservacién de
un gran numero de especies de microalgas en N; liquido (Nakanishi et al. 2012; Wahyu et al.
2016). Sin embargo, este método supone altos costes, frente a lo que surge el método de
criopreservacion a -80 °C, que se esta empezando a implantar en algunas especies (Fernandes
et al. 2019; Garrido-Cardenas et al. 2019).

Uno de los organismos mas prometedores desde el punto de vista biotecnoldgico es la microalga
C. sorokiniana. El gran potencial biotecnoldgico de esta especie, asi como su alta velocidad de
crecimiento y su robustez, hacen de C. sorokiniana una microalga prometedora para su
desarrollo industrial a gran escala (Marchelo et al. 2018). Sin embargo, a pesar de diversos
intentos, todavia no se ha podido establecer un método eficaz de modificacion genética de esta
microalga que permita obtener transformantes estables. Por ello, en este Capitulo se desarrolla
un método de electrotransformacién para la manipulacion genética de las células intactas de C.
sorokiniana, utilizando diferentes promotores heterélogos, con el fin de comprobar la expresiéon
del gen de resistencia a la paromomicina aminoglicésido 3-fosfotransferasa (APHVIII) de
Streptomyces rimosus.
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5.2. Optimizacion del método de electroporacion para la microalga
Chlorella sorokiniana

El método de electroporacion es el mas utilizado para la manipulacién genética de microalgas
del género Chlorella tales como C. vulgaris (Kumar et al. 2018), C. pyrenoidosa (Run et al. 2016)
o C. zofingiensis (Liu et al. 2014). No obstante, también se han transformado especies de
Chlorella con otras aproximaciones metodoldgicas como el bombardeo de particulas (Dawson
et al. 1997), la transformacién de protoplastos (Liu et al. 2013) o la transformacién mediada por
Agrobacterium (Norashikin et al. 2018), aunque no de manera generalizada ni con tanta
eficiencia.

A pesar de que para varias especies del género Chlorella se han establecido protocolos de
manipulacién genética que generan transformantes estables, no sucede asi en C. sorokiniana.
La aproximacidn mas cercana a la obtencion de transformantes de esta microalga fue realizada
por Dawson y colaboradores (1997), que obtuvieron transformantes estables a partir de una
estirpe de C. sorokiniana deficiente en nitrato reductasa (NR) a la que se le introdujo mediante
bombardeo de particulas el gen que codifica a la NR de C. vulgaris. Sin embargo, este método
no es aplicable a la estirpe silvestre, ya que esta aproximacion requiere la generacion previa de
mutantes deficientes en NR mediante mutacidn aleatoria, lo cual es estadisticamente muy dificil
y, como consecuencia, se ve invalidado como método generalizado de manipulacién de C.
sorokiniana. Frente a este procedimiento, la electroporacion surge como un método capaz de
solventar los problemas causados por la pared celular, y asi mejorar la eficacia de la
manipulacion genética de la estirpe silvestre.

Para la optimizacion del protocolo de transformacién para C. sorokiniana, el primer paso fue
optimizar los parametros clave de la electroporacidon, que son el voltaje del pulso eléctrico, el
numero de pulsos y la osmolaridad del medio. Las condiciones de osmolaridad fueron las
primeras en definirse, para lo que se utilizé una disolucién no iénica de glicerol (50 mM) con la
que se les hizo un pretratamiento a las muestras, lavando la mismas 3 veces con esta solucidn.
Se probaron también otras opciones, como menor nimero de lavados o la utilizacion de una
disolucién con 10 mM de Tris-HCl y 10 mM de glicerol, sin embargo, con estas alternativas se
produjeron errores de transmision de corriente eléctrica durante la electroporacién, por lo que
se fijo la solucion de glicerol 50 mM para los siguientes ensayos.

Para la seleccién de las otras dos condiciones de electroporacion se utilizé el gen de
Streptomyces rimosus APHVIII sin promotor. Este gen, codifica para la aminoglicésido 3-
fosfotransferasa, que confiere resistencia al antibidtico paromomicina, y ha sido testado
previamente en nuestro laboratorio de forma exitosa en la transformacion de la microalga
Chlamydomonas reinhardtii (Diaz-Santos et al. 2013). La expresiéon del gen APHVIII sin promotor
va a depender de su insercién en una regién adyacente a un promotor endégeno o en fase de
lectura con un gen nativo, y se vera influenciada por la presencia de regiones reguladoras
exogenas. Ademas, para que la cantidad de ADN no sea el factor limitante, se afiadieron a cada
muestra a electroporar 40 pg de ADN. En el proceso de optimizacidn se vario el voltaje utilizado
y el nimero de pulsos, y los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 5.1, donde se aprecia
gue ambos factores afectan al nimero de transformantes obtenidos. Se puede comprobar que
con un Unico pulso el nimero de transformantes es muy bajo, al igual que con un voltaje menor
de 2,5 kV. Las condiciones éptimas extraidas de la Tabla 5.1. son 2,5 kV y 3 pulsos, donde se
obtuvieron una media de 800 transformantes por reaccién, y que seran los parametros
utilizados para los siguientes experimentos. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con
estudios previos que muestran que, en general, para la electroporacion de microalgas o plantas
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se requieren voltajes altos, como ocurre en el caso de C. pyrenoidosa que, para su
electroporacion se utilizaron 3,3 kV (Run et al. 2016), en Dunaliella salina, que requirié 6 kV
(Geng et al. 2003); o en Chlamydomonas reinhardtii, que fue electroporada con un voltaje de
3,3 kV (Wang et al. 2019).

Tabla 5.1. Eficiencia de la transformacion de C. sorokiniana bajo diferentes condiciones de
electroporacion.

Voltaje Numero de pulsos Numero de

(KV cm) transformantes
1,8 2 0

1,8 3 0

2,5 1 0

2,5 2 80x13

2,5 3 800+46

3,0 1 20,4

3,0 2 15+1

3,0 3 350+22

El nimero de transformantes es la media aritmética de 3 experimentos independientes (n=3).

5.3. Transformacién de Chlorella sorokiniana con el gen APHVIII bajo el
control de tres diferentes promotores heterélogos

La eleccidon de promotores altamente activos es uno de los factores mas importantes para el
desarrollo de un método de manipulacién genética eficaz, asi como para asegurar la alta
expresion de proteinas heterélogas en las microalgas. Aunque las transformaciones con mayor
eficiencia suelen obtenerse con promotores enddgenos, tal y como se ha descrito en otras
especies microalgales, como Chlamydomonas reinhardtii, Phaelodactylum tricornutum (Ledn-
Bafiares et al. 2004), Ostreococcus tauri (Chen y Hu, 2019) o Dunaliella salina (Feng et al. 2014),
el objetivo de encontrar promotores universales capaces de generar transformantes de una
amplia variedad de microalgas hace que la busqueda de promotores heterdlogos universales
sea una técnica que, a largo plazo, pueda dar mejores resultados. En el presente estudio se han
utilizado 3 promotores heterdlogos para conseguir la expresion del gen de resistencia a
paromomicina APHVIII en C. sorokiniana: el promotor del ARN 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV 358S), el promotor de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (NOS) y
el promotor hibrido HSP70A/RBCS2 de Chlamydomonas reinhardtii. Las construcciones de los
plasmidos (Figura 2.3) se sintetizaron en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion
(Diaz-Santos et al. 2013).

Tras la electroporacion, los transformantes obtenidos fueron sembrados en placas con una
concentracién de 100 pg ml* de paromomicina con el fin de seleccionar los que presentaban
resistencia al antibiotico. Los resultados de la Figura 5.1 y la Tabla 5.2 muestran que el nimero
de transformantes obtenidos bajo los promotores CaMV 35S y NOS fue mucho mayor que el
nimero de transformantes obtenidos bajo el promotor HSP70A/RBCS2 de Chlamydomonas
reinhardetii, a pesar de la mayor proximidad filogenética entre éstay C. sorokiniana. No obstante,
el promotor HSP70A/RBCS2 de Chlamydomonas reinhardtii se ha utilizado de manera exitosa en
microalgas como Porphyridium purpureum (Prasad et al. 2019b) o C. ellipsoidea (Liu et al. 2014),
por lo que era légico pensar que podria tener una buena eficiencia en C. sorokiniana. Los
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resultados de los transformantes obtenidos (Figura 5.1) muestran el acierto de la utilizacién de
promotores heterdlogos en la electroporacion de C. sorokiniana

SI————

Figura 5.1. Colonias de C. sorokiniana que mostraron resistencia a la paromomicina después de la
electroporacion con el gen APHVIII. Las células fueron transformadas con 10 pug de ADN que contenia el
gen APHVIII con los promotores CaMV 35S (A), NOS (B) y HSP70A/RBCS2 (C). El procedimiento de
electroporacidn se llevo a cabo segun las condiciones optimizadas y las colonias aparecieron tras 15 dias
en incubacidn en las placas con paromomicina (100 pg ml2).

En la Tabla 5.2 se puede observar que la eficiencia de la transformacion con el promotor del
virus del mosaico de la coliflor CaMV 35S es 1,5 veces mayor que al utilizar el promotor de la
nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium, y mas de 3 veces mayor que con el HSP70A/RBCS2.
Los resultados de los dos promotores con mayor eficiencia son inversos a los reportados en la
microalga Chlamydomonas reinhardtii (Diaz-Santos et al. 2013), aunque no existen mas trabajos
con el promotor NOS que puedan aportar mas claridad al motivo por el que esto sucede. Sin
embargo, el promotor CaMV 35S, tipicamente utilizado en plantas superiores, ha sido bastante
usado también en otras microalgas como Pavlova lutheri (Prasad et al. 2019a), C. ellipsoidea (Liu
et al. 2013), o Nannochloropsis sp. (Cha et al. 2011) con diversos resultados. En muchos de estos
casos, la expresion de los genes foraneos fue muy baja y no se ofrecen datos de la estabilidad
de los transformantes. En otros casos, los transformantes tuvieron una expresion inicial buena,
pero fue progresivamente perdiendo la resistencia al gen selectivo debido a un fenémeno de
silenciamiento (Doron et al. 2016). Estos problemas de silenciamiento o baja expresion pueden
ser debidos al promotor (Ubeda-Minguez et al. 2017) o a que algunos genes marcadores se
suelen mostrarse particularmente susceptibles al silenciamiento, como el caso del
silenciamiento del ARNi del gen AAD de Chlamydomonas reinhardtii (Yamasaki et al. 2008), o del
gen de la B-glucoronidasa (GUS) de Phaelodactylum tricornutum (Cerutti et al. 2011).

Tabla 5.2. Eficiencia de la transformacion de C. sorokiniana con diferentes promotores.

.. Numero de Eficiencia de la transformacién
Construccion . 4.1
L. transformantes por (transformantes célula™ pg™ DNA)
genetica .
reaccion
CAMV 35Sp-APHVIII-NOSter 917 £ 45 9,2 x 107
NOSp-APHVIII-NOSter 694 + 26 7,0x 107
HSP7OA/RBCSZp-APHVIII-RBCSZter 252 +31 26X 10-7

El nimero de transformantes es la media aritmética de 5 experimentos de transformacion (n=5). Las
reacciones se realizaron con los parametros optimizados obtenidos en la Tabla 5.1. Mds informacidn sobre
las construcciones en el Capitulo 2.
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5.4. Analisis de la integracion de los transgenes y su expresion

Para confirmar la integracidon y la expresion del ADN introducido en C. sorokiniana se
seleccionaron 21 colonias de entre los transformantes que tuvieron resistencia al antibidtico (7
de cada promotor) y se inocularon en medio de cultivo suplementado con paromomicina (50 pg
ml?), dejdndolos crecer hasta alcanzar la fase exponencial. A continuacidn, se extrajo el ADN
gendmico de los transformantes y se analizé por PCR la presencia del gen APHVIII. Los resultados
muestran un fragmento amplificado en todos los transformantes, de unas 360 pb,
correspondiente al gen que codifica la APHVIII (Figura 5.2A), lo que confirma la integracién de
este gen marcador en el genoma de los transformantes de C. sorokiniana.

1Kb wt C- RBCS CaMV1 CaMV2 NOS1 NOS2 C- RBCS CaMV1 CaMV2 NOS1 NOS2
A

1000 bp

500 bp

360 bp,

Figura 5.2. Deteccion del gen APHVIII en las colonias de C. sorokiniana crecidas en paromomicina tras
la electroporacion. Bandas de ADN gendmico (A) y cDNA (B) de diferentes colonias de C. sorokiniana
resistentes a la paromomicina obtenidas tras la realizacién de las PCR. La banda que aparece a 360 pb es
el fragmento que codifica al gen APHVIII. En el caso del ADN gendmico se incluyd una muestra de C.
sorokiniana no sometida la transformacién (wt) como control negativo, ademas del control negativo
incluido en la PCR sin ADN (C-). Las demas muestras fueron transformantes con los promotores
HSP70A/RBCS de Chlamydomonas reinhardtii (RBCS), el promotor del ARN 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV1; CaMV2), el promotor de la nopalinasintasa de Agrobacterium tumefaciens (NOS1; NOS2).

Ademas, se probo la eficiencia de los 3 promotores en la expresion de los transcritos de APHVIII.
Como se puede comprobar en la Figura 5.2B, la presencia de banda de cDNA confirma que el
gen APHVIII se exta expresando correctamente, obteniéndose ademas altos niveles de expresion
del transcripto correspondiente. Del mismo modo, se realizaron andlisis de inmunodecteccion
utilizando anticuerpos anti APHVIII, que permitieron detectar, en todos los transformantes
seleccionados, la presencia de una proteina de unos 29 kDa, correspondiente a la proteina
APHVIII (Figura 5.3). Todos estos resultados confirman que la utilizacion de los promotores
CaMV 35S, NOS y RBCS2/HSP70A con el gen marcador APHVIII provocan una integracion estable
del ADN en C. sorokiniana, generando transformantes con un alto nivel de expresion génicay de
proteinas. Resultados similares con los promotores de los genes CaMV 35S y NOS fueron
reportados previamente por nuestro grupo de investigacion para la obtenciéon de
transformantes estables en Chlamydomonas reinhardtii (Diaz-Santos et al. 2013).

C+ C- Camv NOS RBCS2

s, 4= APHVIII

Figura 5.3. Andlisis mediante western blot de los transformantes de C. sorokiniana electroporados con
el gen APHVIII. Los extractos crudos fueron preparados tal como se describe en el Capitulo 2 para el
western blot. La proteina de 32 kDa APHVIII fue detectada mediante anticuerpos policlonales de conejo
anti-APHVIII en base a la actividad de los anticuerpos secundarios utilizados. Se incluyd un control positivo
con 10 mg de la proteina APHVIII purificada (C+) y un extracto crudo de C. sorokiniana no transformada

(C).
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5.5. Criopreservacion de los transformantes obtenidos

El mantenimiento de los transformantes mediante sub-cultivos sucesivos es costoso, con riesgo
de contaminacion y pérdida de estabilidad de los mismos; ademas, los transformantes pueden
estar expuestos a fendmenos de silenciamiento postranscripcional (Teco-Bravo et al. 2019). Para
evitar estos problemas se ha puesto a punto un método de criopreservacion para C. sorokiniana
a -80 °C. Los criopreservantes utilizados fueron dimetilsulféxido (DMSO) y etilenglicol (EG), que
se adicionaron a concentraciones de entre el 5y el 10% v/v. Los resultados (Tabla 5.3) mostraron
que, en células conservadas con EG al 5%, la viabilidad fue de hasta 1 afio a -80 °C, mostrando
tasas de supervivencia de en torno al 6% de las células iniciales y tiempo de recuperacion de
menos de 4 dias. Sin embargo, las concentraciones de DMSO por encima del 5% fueron téxicas
para C. sorokiniana. Ademas, las otras combinaciones de DMSO y EG mostraron tiempos de
supervivencia inferiores a los observados para una concentracién de EG al 5%, pasando de 365
dias de viabilidad a 180, 120 6 60 (Tabla 5.3). Aunque -80 °C no es una temperatura a la que se
detiene el tiempo bioldgico de las microalgas (Krisop, 1984), es una alternativa que evita el
aporte continuo de N,. Recientes estudios muestran que es posible el desarrollo de un método
de criopreservacién a esta temperatura para microalgas como Tetradesmus obliquus (Garrido-
Cardenas et al. 2019), C. vulgaris (Kapoore et al. 2019), Desmodesmuss pinosus o
Chlamydomonas biconvex (Fernandes et al. 2019), durante periodos de tiempo de entre 4 meses
y 3 afos.

Tabla 5.3. Porcentaje de células viables y tiempo de recuperacion de C. sorokiniana criopreservada, a
-80°C, con diferentes concentraciones de DMSO y EG, entre 1y 365 dias.

5% DMSO+ co% DMSO cop EG 5% DMSO +  10% DMSO +
5% EG 10% EG 5% EG
% Células viables
1dia 25,62+0,90 17,20+0,68 25,87+1,78 29,84+0,80 0
30 dias 17,26+3,02 11,72+0,34 19,13+0,55 23,44+1,54 0
60 dias 15,35+1,08 11,31+1,57 18,03+2,72 16,17+0,84 0
120 dias 0 10,77+0,78 16,09+0,38 12,72+1,00 0
180 dias 0 8,81+0,42 1233+1,69 0 0
270 dias 0 0 7,6410,35 0 0
365 dias 0 0 5,7610,51 0 0
Tiempo de recuperacion (dias)
1dia 4,58+0,04 6,01+0,10 2,77+0,08 3,90+0,17 0
30 dias 4,64+0,06 6,8510,11 3,7010,25 3,7810,27 0
60 dias 4,87+0,13 6,531£0,03 3,7810,19 4,73+0,17 0
120 dias 0 6,4510,06 4,5910,10 4,01+0,11 0
180 dias 0 7,2210,23 3,7610,12 0 0
270 dias 0 0 4,01+0,47 0 0
365 dias 0 0 3,6210,21 0 0

El protocolo de criopreservacién se llevd a cabo segun lo descrito en el Capitulo 2. Los resultados son la
media aritmética de 3 cultivos independientes.

Con estos resultados, se estan llevando a cabo estudios estabilidad de los transformantes de C.
sorokiniana criopreservados con EG al 5% durante periodos de tiempo superiores a 365 dias con
el fin de corroborar que el gen mantiene el fenotipo.
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Resumen

Las microalgas poseen un alto valor nutricional debido a su alto contenido en proteinas, que
puede alcanzar hasta el 50-60% del total de su peso seco, en algunas especies. El género
Chlorella es uno de los mas utilizados para alimentacidn animal; sin embargo, otras especies son
mas utilizadas en acuicultura. Con todo esto, el nimero de estudios que se centran en el perfil
aminoacidico de estos microorganismos y en su potencial como fuente de proteinas para
acuicultura es mucho menor que los que existen en bacterias, hongos o plantas superiores. En
este Capitulo, hemos estudiado mediante GC-MS el contenido en 17 aminodcidos en 57 especies
de 8 phyla y 38 genera de microalgas. Para ello se determinaron los valores tanto de
aminodcidos estructurales como de aminoacidos libres. Ademas, se ha realizado un estudio que
relaciona la composicién de aminoacidos con la clasificacion taxonémica de cada microalga,
demostrandose que el perfil de aminoacidos estructurales no esta relacionado con la filogenia
de las microalgas; mientras que el perfil de aminodcidos libres si se relaciona con el desarrollo
evolutivo de las mismas. Finalmente, se ha llevado a cabo un estudio del porcentaje de
aminodcidos esenciales, tanto de los diferentes phyla como de las especies de microalgas,
siendo el phylum miozoa y las microalgas Chroomonas salina y Ochromonas sp. los de mayor
valor nutricional en aminodcidos esenciales.

Abstract

Many microalgal species have a high nutritional value, with protein content between 50 and
60% of the dry weight in some microalgal species. The genus Chorella is one of the most usual
used for animal feed. However, other microalgae are more usual in aquaculture. In spite of this,
the number of studies focused on the amino acids profile of microalgae is much more limited
compared to other microorganisms such as bacteria, fungi or plants. In this chapter, the content
of 17 amino acids, both structural and free amino acids, were determined by GC-MSin 57 species
of microalgae, including 8 phyla and 38 genera. It has allowed to show that there is not a
correlation between the profile of the structural amino acids and the microalgal phylogeny. On
the other hand, the profile of the free amino acids shows a good correlation with taxonomic
classification of microalgae. Finally, we have studied the percentage of essential amino acids in
the different phyla and species concluding that the phylum miozoa and the species Chroomonas
salina and Ochromonas sp. presented the highest nutritional value based on essential amino
acids.
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6.1. Introduccion

Una de las principales caracteristicas de las microalgas es su alto contenido en proteinas con
alto valor nutricional gracias a su perfil aminoacidico, rico en aminoacidos esenciales (Lai et al.
2019). Durante décadas, estos microorganismos han sido utilizados en alimentacién humana o
animal. Ademas, el perfil proteico y aminoacidico de las microalgas juega un papel fundamental
en la acuicultura, ya que las microalgas son imprescindibles en la alimentacién acuicola De hecho
las microalgas son el principal alimento de moluscos, bivalvos y zooplacnton, que a su vez es
esencial en la alimentacion de larvas de peces. Las microalgas poseen altas concentraciones de
proteinas de gran calidad y aparecen como una alternativa a las proteinas de baja calidad que
actualmente se utilizan en alimentacién acuicola (Shah et al. 2018). A pesar de estas ventajas,
los estudios sobre el valor nutricional de las proteinas en microalgas son mucho menos
frecuentes que los que se han realizado sobre otro tipo de componentes, como los acidos grasos
o los pigmentos. Ademas, la mayor parte de los estudios se han llevado a cabo con un nimero
limitado de especies y casi sin diversificar grupos taxonémicos (Brown, 1991; Chau et al. 1967).

También, existen muy pocos datos sobre el perfil aminoacidico de las microalgas y su posible
correlacién con su diversidad taxondmica, que seria un primer paso para facilitar la seleccién de
las mejores especies para su uso como suplemento proteico (Gamboa-Delgado y Marquez-
Reyes, 2018). Los primeros trabajos sobre el perfil aminoacidico en microalgas describian poca
variabilidad entre grupos taxondmicos (Brown,1991; Brown y Jeffrey, 1992; Boyd, 1973; Chau et
al. 1967). Sin embargo, estudios posteriores mostraron diferencias en el perfil de aminoacidos
entre distintas especies (Dawczynskiet et al. 2007; Lourenco et al. 2004). No obstante, la mayor
parte de los estudios realizados hasta ahora incluyen entre 12 y 20 géneros (Brown, 1991; Chau
et al. 1967; Lourenco et al. 2004); y revelan una amplia variabilidad de datos segun el estadio
del cultivo, lo que complica alin mas el establecimiento de una correlacién clara entre el perfil
aminoacidico y los grupos taxondmicos. Este problema es extrapolable también a los
aminodcidos libres, sobre los que existen aun menos estudios (Derrien et al. 1998; Martin-
Jezequel et al. 1988). Los aminoacidos libres tienen gran importancia en la nutricidn acuatica ya
gue son mas accesibles para la alimentacién y, por lo tanto, mas facilmente digeribles, lo que
hace de ellos un parametro sobre el que hay que profundizar (Ronnestad et al. 2000).

Por todo esto, en este Capitulo se ha llevado a cabo un estudio del perfil de aminoacidos de 57
especies de microalgas, de las cuales en 24 no se ha descrito alin su composicion aminoacidica
y entre las que se encuentra la microalga estudiada en esta tesis C. sorokiniana, con el fin de
poder establecer una relacién entre este perfil y la clasificacidon taxondmica de las microalgas, y
seleccionar las que posean mejor perfil de aminoacidos esenciales (EAA), para su posterior uso
como suplemento alimenticio en acuicultura.

6.2. Descripcion del contenido de aminoacidos en las microalgas
estudiadas

La descripcion del contenido de aminodcidos, tanto estructurales como libres, se llevd a cabo en
las 57 especies de microalgas recogidas en la Tabla 2.1, entre las cuales se pueden encontrar
especies de agua dulce o especies marinas y, ademas, se pueden diferenciar 8 phylay 38 genera,
pudiendo ser clasificadas como 20 chlorophytae, 8 haptophytae, 8 bacillariophytae, 4
ochrophytae, 4 cryptophytae, 5 miozoa, 7 cyanophytae y 1 rodophyta, que al ser la Unica, sera
incluida en los estudios realizados dentro de las chlorophytae, que es el phylum
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taxondmicamente mds cercano. En todas estas especies se determinaron cuantitativamente un
total de 17 aminoacidos. El glutamato y la glutamina, asi como el aspartato y la asparragina se
eluyen al mismo tiempo de retencion debido a que el proceso de hidrélisis rompe el grupo amida
de la glutamina y la asparragina, generando el mismo producto derivatizado que glutamato y
aspartato. El aminoacido no determinado fue la arginina, debido a que el grupo guanidino no
reacciona con los etil cloroformiatos y sus derivados no pueden ser eluidos en una columna de
un GC (Walsh et al. 2014). Los datos del porcentaje en peso de cada aminoacido estructural y el
contenido total de aminodcidos vienen descritos en la Tabla 6.1.

En la mayor parte de las especies, los aminodacidos estructurares mayoritarios son la
combinacién de glutamato y glutamina (Glx), aspartato y asparragina (Asx), ademds de los
aminodcidos Leu, Alay Lys. Por otra parte, los minoritarios en la mayor parte de las especies son
Cys, His y Trp. Estos resultados son similares a los descritos previamente en bibliografia con
diferentes especies de algas verdes (Brown y Jeffrey, 1992), o con especies de diferentes phyla
combinadas (Brown, 1991; Lourenco et al. 2004; Teuling et al. 2017). Ademas, estos trabajos
previos describen una alta variabilidad en el aminoacido Pro entre especies, que se ve reflejada
también en los resultados presentados en este estudio. Cabe destacar que el porcentaje de EAA
en este trabajo varia entre el 35,5% de las microalgas Trebouxionophyceae sp. y Nannochloropsis
gaditana CCMP256 y el 41,7% de las microalgas Amphora sp. y Ostreopsis cf. ovata, que son
valores similares a los reportados por Lourenco y colaboradores (2004) o Teuling vy
colaboradores (2017), aunque inferiores a los reportados en otros estudios anteriores (Brown,
1991; Brown y Jeffrey, 1992). El porcentaje de EAA de C. sorokiniana se encuentra en el 37,4%,
encontrandose en la posicion 37 de 57 especies. Finalmente, el porcentaje de proteinas con
respecto al peso seco es muy variable en funcion de la especie y va desde el 9,7% de la microalga
Unucellular Ulvophyceae sp. o el 13,9 de la microalga Chlorococcum sp., hasta el 45,2% de
Chroomonas salina o el 46,3% de Ochromonas sp. En este caso, la microalga C. sorokiniana se
encuentra en la posicion 11 de 57 con un porcentaje del 38,6%, siendo un valor bastante
destacable. Esta variabilidad en el contenido proteico ha sido descrita por varios autores, ya
que la cantidad de proteina en el peso seco depende tanto de la especie, como del medio de
cultivo utilizado y la fase de cultivo en el que se recoja la biomasa (Lourengo et al. 2004; Amorim
et al. 2020). Aunque los datos de proteinas totales reportados mediante la medicion de
aminodacidos mediante GC-MS son algo menores que los de la bibliografia, hay que tener en
cuenta que en nuestro caso no se contabiliza el total de la Arg, que puede representar entre el
7 y el 10% del total de los aminodcidos (Brown,1991), asi como el de algunos aminoacidos
minoritarios como la taurina o la ornitina que no aparecen en este trabajo.
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Tabla 6.1. Perfil de aminoacidos estructurales determinado por GC-MS, en % del total; y % de proteinas en peso seco obtenido a partir de los valores cuantitativos
del GC-MS de las microalgas estudiadas. Los valores de SD son menores del 5% en todos los casos.

Ala Gly Val Ser Leu Thr lle Pro Asx Met GIx Phe Cys Lys His Tyr Trp %Prot

Chlamydomonas reinhardtii 8,26 6,29 4,25 9,27 4,13 510 243 681 1080 283 2057 511 043 632 1,30 3,70 240 40,3
Chlamydomonas sp. 10,53 6,91 3,39 7,31 4,74 5,77 3,07 523 954 360 17,10 592 0,72 8,77 1,43 4,28 1,70 21,4
Chlorococcum sp. 997 9,88 355 7,55 381 505 215 7,68 10,03 3,20 18,23 382 09 857 09 347 1,11 14,0
Scenedesmus almeriensis 9,72 8,46 491 6,31 4,72 5,31 201 4,24 1083 498 21,36 3,89 0,67 6,85 1,04 2,31 2,37 34,2
Dunaliella bardawil 934 695 256 949 547 549 184 6,17 1054 2,56 2067 459 092 7,78 108 292 1,63 33,8
Dunaliella salina 8,27 5,54 3,47 9,03 4,21 4,07 257 38,35 10,12 3,57 21,47 330 055 720 1,78 3,84 267 40,0
Dunaliella sp. 957 663 3,11 7,60 584 553 222 5,12 9,06 3,73 2044 592 09 880 1,57 1,89 2,06 28,5
Chlorella sorokiniana 8,48 6,13 4,34 8,27 4,67 405 263 550 12,01 2,18 22,04 460 0,70 867 1,54 3,03 1,17 38,6
Chlorella zofingiensis 8,25 9,03 3,16 10,39 5,23 529 220 597 904 211 2260 404 063 623 099 345 1,40 26,1
Trebouxiophyceae sp. Shy 53 834 7,04 298 842 514 49 2,76 7,33 10,33 2,33 22,70 3,11 0,78 7,81 2,06 2,71 1,19 29,8
Picochlorum sp. 853 6,36 3,14 5,15 542 538 206 8,64 12,19 3,60 19,78 681 086 7,41 09 2,16 1,61 36,0
Picochlorum oklahomensis 962 7,42 3,42 9,00 320 49 295 6,74 9,12 2,39 2202 414 1,19 837 0,75 3,05 166 321
Picochlorum maculatum 9,24 6,53 4,21 793 4,28 482 265 7,40 1041 3,23 18,14 435 082 975 144 3,01 180 234

Picochlorum oklahomense Xmm 878 7022 305 824 3,45 563 252 7,39 1478 295 19,03 544 052 6,10 106 231 1,52 342

5W5

Tetraselmis suecica 819 762 262 699 510 5,34 28 59 11,13 3,12 21,77 537 099 760 151 234 145 275
Tetraselmis sp. 905 771 3,19 804 561 531 3,00 667 849 335 1802 756 099 754 114 281 150 30,0
Tetraselmis rubens 10,44 8,60 2,44 8,47 550 289 345 582 1097 3,26 1651 693 138 8,71 0,70 160 2,33 221
Tetraselmis striata 9,27 7,81 334 8,73 536 498 390 7,61 11,45 234 1535 459 096 854 068 3,17 193 198
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Tabla 6.1 Continuacién Ala Gly Val Ser Leu Thr lle Pro Asx Met GIx Phe Cys Lys His Tyr Trp %Prot
Tetraselmis sp. CCMP881 953 7,71 2,17 8,14 4,08 543 226 6,21 11,11 3,81 1899 6,04 088 896 0,67 253 148 16,7
Ulvophyceae sp. 891 856 3,09 9,10 5,15 2,23 450 5,30 11,56 3,78 17,15 4,72 065 8,03 1,16 3,22 289 9,7
Porphyridium cruentum 993 7,33 385 694 470 397 241 6,24 1297 3,51 1585 597 050 951 184 2,79 168 37,7
Exanemachrysis gayraliae 9,08 932 338 7,41 534 418 238 481 11,30 3,74 19,35 5,77 099 8,77 1,09 1,94 1,14 35,1
Diacronema vlkianum 913 8,15 3,40 943 511 330 208 38,74 1266 2,65 16,556 3,39 052 855 130 3,03 200 334
Rebecca salina 11,78 8,53 2,37 7,78 481 5,47 267 486 11,00 3,12 17,54 7,29 106 6,66 091 2,14 2,01 20,3
Pavlova lutheri 863 6,47 3,21 898 3,33 444 08 783 1490 2,80 1859 3,36 1,46 852 1,11 3,31 2,17 394
Pleurochrysis cf. roscoffensis 9,30 8,17 3,68 803 4,38 3,78 309 482 11,17 2,73 21,14 566 1,12 7,71 102 245 1,74 17,0
Isochrysis galbana (Huelva) 980 9,39 395 969 437 442 155 7,39 1161 2,56 16,24 4,21 090 6,12 1,19 3,44 3,16 33,2
Isochrysis galbana (Cddiz) 11,61 8,74 2,03 8,64 6,24 4,24 244 6,11 1069 195 16,14 5,72 1,12 7,10 1,70 2,82 2,71 255
Dicarteria sp. 953 867 330 7,76 5,77 530 193 645 13,24 359 1555 6,03 104 680 039 33 130 331
Phaelodactylum tricornutum 952 751 325 766 568 528 321 648 1199 3,68 1806 466 058 7,31 145 239 1,29 336
Thalassiosira sp. 8,10 6,36 3,54 881 543 4,24 272 6,51 1008 2,8 1987 7,23 081 735 143 3,20 1,45 426
Pleurosigma sp. 9,49 6,53 297 1064 5,02 3,13 4,43 5,79 14,20 2,16 1348 7,14 1,27 8,77 1,39 2,27 131 17,0
Amphora sp. 944 751 4,23 7,79 39 3,05 437 420 1290 434 1715 7,58 068 787 068 248 1,79 218
Cylindroteca closterium 970 7,40 2,00 830 3,76 3,18 285 559 1223 4,09 1992 455 0,87 996 1,14 3,24 1,21 24,4
Niztschia auequorea 10,82 7,67 3,00 7,72 5,22 6,12 2,72 6,23 13,44 393 13,71 6,06 055 9,11 0,38 1,11 2,23 239
Chaetoceros gracilis 952 750 3,08 857 5,77 5,12 1,77 5,07 12,32 3,10 20,24 3,52 1,20 758 1,34 3,20 1,09 30,6
Niztschia sp. 10,49 9,21 347 7,57 434 391 275 429 950 168 2092 534 107 897 1,34 395 120 153
Ochromonas sp. 888 7,10 3,46 9,38 540 444 201 5,77 11,34 3,84 1888 438 049 759 1,57 4,05 1,41 46,3
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Tabla 6.1 Continuacion Ala Gly Vval Ser Leu Thr 1lle Pro Asx Met GIx Phe Cys Lys His Tyr Trp %Prot

Nannochloropsis gaditana 948 745 253 7,73 4,06 482 241 859 1163 204 19,82 453 045 863 066 3,09 2,06 296

CCMP256

Chroomonas salina 11,47 896 294 8,73 430 2,61 3,44 494 13,57 3,13 16,71 488 065 7,34 1,70 3,12 1,50 45,2
Nannochloropsis gaditana CAL4 9,71 8,70 3,30 8,16 465 3,81 3,69 6,26 1406 2,35 14,11 697 1,38 7,92 094 2,48 1,52 254
Nannochloropsis gaditana IFB 9,05 8,32 297 7,13 548 512 33 645 1392 263 1596 6,07 066 759 085 2,42 2,04 424
Cryptomonas sp. 10,55 7,02 3,32 8,15 4,61 3,67 3,02 526 10,23 4,43 1830 599 0,77 8,77 086 3,71 1,34 326
Rhodomonas salina 11,08 8,23 2,87 8,62 498 502 3,69 609 11,65 3,32 16,69 586 063 573 1,31 3,15 1,08 42,0
Cryptoperidiniosoid sp. NOAA 10,07 8,13 2,09 8,63 5,72 251 3,42 557 10,79 4,60 1808 6,17 052 841 081 285 1,61 332
Gyrodinium dorsum 10,19 7,57 3,25 6,80 451 461 3,97 394 11,23 3,34 1875 7,35 0,71 749 111 3,65 1,53 375
Ostreopsis cf ovata 10,33 735 390 946 584 464 2,28 426 841 3,33 1878 594 0,74 780 222 263 209 193
Heterocapsa cf. pygmaea 8,78 8,70 3,52 695 456 5,72 266 691 11,19 4,51 15,79 5,38 0,78 8,34 1,28 2,45 2,50 33,9
Amphidinium carterae 820 6,57 4,13 690 509 6,23 321 7,68 12,30 4,29 16,42 524 0,73 645 160 2,11 2,86 22,1
Synechococcus sp (red) 10,47 7,44 3,81 8,39 3,33 404 203 836 10,21 229 1931 5,11 1,29 657 154 339 241 331
Synechococcus sp (green) 10,71 851 299 760 5,43 3,73 4,78 588 11,15 3,01 1591 6,01 094 750 1,33 269 1,82 44,6
Synechococcus sp (brown) 10,42 8,58 1,65 6,17 6,13 2,72 4,49 3,25 1396 3,88 17,83 697 069 987 059 194 086 30,1

Cyanobacterium enrichment

10,78 8,10 3,15 7,84 536 4,11 3,75 4,13 14,24 3,51 16,94 495 0,45 6,37 1,74 2,21 2,38 352
culture clone

Synechocystis sp. 892 857 3,01 908 516 503 282 4,12 12,44 3,28 18,79 361 091 730 1,21 4,03 1,73 43,0
Oscillatoria sp. 10,46 6,73 3,10 7,65 431 393 268 448 13,12 3,40 1729 7,12 0,79 7,63 181 3,88 1,63 41,1
Anabaena flos aquae 9,20 8,73 494 842 547 598 220 4,54 1049 3,01 2063 3,70 055 538 209 289 1,79 37,0

104



Perfil aminoacidos Capitulo 6

Por otra parte, el perfil de aminodcidos libres de las distintas especies estudiadas presenta una
gran variabilidad (Tabla 6.2). Mientras que, en la mayor parte de los phyla, como en el caso de
chlorophyta, rhodophyta, cyanophyta, cryptophyta, bacillariophyta o miozoa el aminodcido
mayoritario es Glx, en el caso del phylum haptophyta el aminodcido que representa mayor
porcentaje de peso es la Tyr (a excepcidén de la Diacronema vikianium) y en el caso del phylum
ochrophyta es la prolina. Aunque en los phyla chlorophyta, rhodophyta, cyanophyta,
cryptophyta, bacillariophyta y miozoa el aminoacido mayoritario es Glx, existen grandes
diferentes en el porcentaje, que van desde el 30-35% de Glx que poseen las miozoae, hasta el
85-90% que poseen las cianobacterias. Como consecuencia, algunos de estos phyla poseen
también porecentajes importantes otros aminoacidos tales como Asx, Ala, Phe o Pro. Aunque
no existen muchos estudios previos para el caso de los aminoacidos libres en microalgas, algunos
describen que los aminoacidos mayoritarios para microalgas chlorophyta como Chlamydomonas
reinhardtii o C. pyrenoidosa son Ala, Leu, Glu o Lys, coincidiendo con la mayor parte de los datos
reportados en la Tabla 6.2 para microalgas del mismo género, entre ellas la microalga C.
sorokiniana (Betancort-Rodriguez et al. 1997). Por otra parte, el estudio de Derrien vy
colaboradores (1998), que abarcé un mayor ndmero de phyla, concluyé que los aminoacidos
mayoritarios en la mayoria de las especies fueron Glu, Asp, Arg y Tyr, siendo secundarios Ala,
Val, Phe y Lys. Ademas, este estudio mostro diferencias entre phyla (aunque no concluyentes
debido al bajo nimero de especies estudiadas), puesto que mientras que la microalga haptofita
Isochrysis galbana poseia mayoritariamente Tyr, la microalga clorofita Tetraselmis suecica y las
diatomeas Thalassiosira sp., Skeletonema costatum y Chaetoceros calcitrans tuvieron mayor
cantidad de otros aminoacidos como Glu, Ser o Asp. Por otra parte, el estudio de Martin-
Jezequel y colaboradores (1988) concluyé que los aminoacidos mayoritarios en la mayor parte
de las especies fueron Glu, GIn, Ser, Gly, Leu o Lys. Finalmente, estos estudios reportaron
también diferencias significativas en el perfil de aminoacidos esenciales entre especies, sin
embargo, estos resultados no pueden ser extrapolados a genera o phyla debido al bajo nimero
de especies estudiadas (5y 11, respectivamente).
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Tabla 6.2. Perfil de aminoacidos libres determinado por GC-MS, en % del total en peso seco obtenido a partir de los valores cuantitativos del GC-MS de las
microalgas estudiadas. Los valores de SD son menores del 5% en todos los casos.

Ala Gly Val Ser Lleu Thr 1lle Pro Asx Met GIx Phe Cys Lys His Tyr Trp
Chlamydomonas reinhardtii 470 080 093 1,08 043 079 109 1,70 27,33 0,74 51,01 147 0,71 273 0,42 3,56 0,49
Chlamydomonas sp. 6,40 0,77 0,42 051 277 09 034 054 2516 0,04 5194 197 000 484 0,00 3,32 0,06
Chlorococcum sp. 782 1,03 08 040 195 0,77 0,68 242 1366 0,53 6515 050 0,01 262 003 1,41 0,18
Scenedesmus almeriensis 659 074 083 079 104 09 099 3,73 3495 041 4060 284 0,32 282 0,00 221 0,22
Dunaliella bardawil 1195 0,37 062 050 036 055 060 191 1499 0,44 59,30 1,17 0,00 5,28 0,00 1,78 0,17
Dunaliella salina 9,03 053 039 029 054 040 0,26 1,15 24,73 0,34 5354 0,76 0,00 7,08 0,07 0,61 0,26
Dunaliella sp. 7,74 1,19 049 042 078 031 050 222 3203 0,00 4777 070 0,00 3,14 0,00 231 0,40
Chlorella sorokiniana 649 047 0,72 1,03 1,70 1,42 109 952 2248 1,24 43,00 3,74 0,08 4,12 0,20 245 0,24
Chlorella zofingiensis 517 049 065 044 081 066 0,72 8,38 2569 1,18 46,09 5,14 0,12 1,73 0,08 2,20 0,45
Trebouxiophyceae sp. Shy 53 4,59 0,27 0,17 0,12 0,65 0,29 0,11 14,38 32,14 0,14 40,40 548 0,00 096 0,00 0,27 0,04
Picochlorum sp. 6,70 031 097 023 18 092 0,38 16,03 32,25 0,28 3810 09 0,01 0,73 0,07 0,24 0,07
Picochlorum oklahomensis 6,28 0,16 082 0,28 049 038 0,27 18,70 30,35 0,06 3707 3,75 001 0,77 0,02 0,55 0,04
Picochlorum maculatum 460 134 024 011 094 050 0,16 18,42 2582 0,41 4563 045 0,02 0,79 0,05 049 0,03
Picochlorum oklahomense Xmm 5W5 520 1,13 0,20 0,08 045 0,31 0,10 1545 2510 0,06 5083 0,22 0,00 048 0,02 0,35 0,01
Tetraselmis suecica 4,28 089 059 041 034 093 041 14,18 29,60 1,18 41,06 1,25 0,00 220 0,00 252 0,16
Tetraselmis sp. 4,40 055 066 050 039 045 0,69 13,14 2462 0,16 47,84 060 0,01 535 0,00 0,53 0,09
Tetraselmis rubens 554 1,31 1,06 080 093 09 1,17 1510 1509 0,99 4144 1,41 0,04 9,30 0,30 4,18 0,40
Tetraselmis striata 4,52 0,28 0,21 0,10 0,34 0,19 0,13 15,69 31,06 0,10 43,47 0,26 0,01 3,12 0,02 0,42 0,07
Tetraselmis CCMP881 554 0,27 039 020 0,25 0,26 0,24 18,10 19,36 0,23 50,28 0,27 0,21 3,35 0,36 0,56 0,14
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Tabla 6.2 Continuacién Ala Gly Val Ser Leu Thr 1lle Pro Asx Met GIx Phe Cys Lys His Tyr Trp
Ulvophyceae sp. 557 095 053 034 145 0,69 045 14,48 27,16 0,38 43,37 047 0,01 2,26 0,11 1,42 0,39
Porphyridium cruentum 21,63 058 083 049 048 034 060 793 209 025 6029 052 0,06 19 037 147 0,12
Exanemachrysis gayraliae 7,17 155 1,40 138 094 099 165 282 7,34 047 2700 791 0,00 6,34 0,00 32,52 0,50
Diacronema vlkianum 6,22 0,20 0,42 0,26 047 052 0,26 33,19 135 041 39,02 034 0,04 224 0,20 14,78 0,07
Rebecca salina 7,15 1,24 2,24 284 043 040 294 2,56 1002 1,13 20,31 6,47 0,00 7,08 0,00 3459 0,61
Pavlova lutheri 6,16 2,08 1,19 1,04 o000 049 0,71 1,10 10,52 0,00 2569 591 0,00 6,53 0,00 3811 0,46
Pleurochrysis cf. roscoffensis 820 141 209 2,71 1,14 086 262 69 12,07 043 11,43 7,20 0,00 898 0,00 33,49 044
Isochrysis galbana (Huelva) 6,95 291 3,24 3,23 241 3,05 3,67 8,79 1195 224 3,06 7,19 0,10 13,25 0,10 27,11 0,75
Isochrysis galbana (Cddiz) 7,34 2,09 230 200 211 2,75 250 887 1151 299 569 7,04 0,06 17,50 0,29 24,26 0,69
Dicarteria sp. 7,25 258 197 240 1,26 1,08 185 7,04 13,34 330 13,09 794 0,00 7,71 0,00 28,20 0,97
Phaelodactylum tricornutum 2,55 0,29 0,25 0,27 0,21 0,18 0,27 4,88 9,12 0,06 79,27 056 0,00 1,54 0,00 0,48 0,08
Thalassiosira sp. 2,22 086 044 036 000 000 043 4,10 870 0,00 7958 050 000 140 000 1,30 0,10
Pleurosigma sp. 265 0,72 034 035 033 0,27 036 39 836 045 74,71 107 0,00 243 0,00 3,77 0,23
Amphora sp. 1,80 087 057 09 056 033 197 4,18 1031 1,07 6847 240 000 283 0,00 3,38 0,32
Cylindroteca closterium 298 0,11 0,14 0,17 0,20 0,15 0,18 3,22 1081 0,27 79,35 032 0,00 1,39 0,00 0,64 0,05
Niztschia auequorea 2,56 089 0,22 033 0,14 0,09 0,27 5,55 13,67 109 6866 1,27 0,00 1,76 0,00 260 0,89
Chaetoceros gracilis 2,48 059 039 043 037 012 0,38 6,58 917 030 74,15 083 0,00 244 000 160 0,17
Niztschia sp. 3,86 050 040 068 032 024 053 555 1092 0,60 67,08 1,19 0,00 3,73 0,00 298 1,44
Ochromonas sp. 442 1,67 1,18 169 1,18 1,27 1,59 52,77 468 2,06 810 533 000 6,77 000 6,81 0,47

Nannochloropsis gaditana CCMP256 7,50 024 09 066 167 102 086 6230 1043 091 406 240 000 4,00 000 269 0,31
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Tabla 6.2 Continuacién Ala Gly Val Ser Leu Thr 1lle Pro Asx Met GIx Phe Cys Lys His Tyr Trp
Nannochloropsis gaditana CAL4 10,05 098 1,19 080 035 0,16 1,23 6691 707 043 341 101 0,00 4,20 0,00 187 0,27
Nannochloropsis gaditana IFB 724 041 0,78 049 1,76 096 0,58 71,47 5,10 0,63 3,72 1,78 0,00 292 0,00 1,88 0,28
Chroomonas salina 7,27 094 053 049 o061 032 0,38 5,19 1513 0,78 56,05 1,38 0,03 3,23 0,78 6,69 0,20
Hemiselmis cyclopaea 7,04 1,48 1,13 097 083 030 0,89 207 1659 258 5471 153 0,03 255 034 6,69 0,29
Cryptomonas sp. 888 082 068 094 038 032 070 298 12,26 1,31 63,17 151 0,04 1,83 0,20 3,62 0,36
Rhodomonas salina 979 033 037 030 028 0,26 0,32 4,42 1687 147 5936 0,38 000 1,28 0,00 4,48 0,10
Cryptoperidiniosoid sp. NOAA 251 082 232 305 019 19 279 154 1459 043 34,32 1049 0,00 9,57 0,00 14,44 1,06
Gyrodinium dorsum 404 161 198 19 0,00 19 105 240 2038 0,58 29,60 12,30 0,00 6,55 0,00 14,01 1,59
Ostreopsis cf ovata 464 123 158 282 0,24 265 1,28 1,44 13,73 4,48 31,83 938 0,00 9,75 0,00 13,68 1,29
Heterocapsa cf. pygmaea 3,63 2,61 2,23 3,12 000 1,13 2,29 3,03 7,32 4,64 34,44 13,07 0,50 10,02 0,00 10,90 1,07
Amphidinium carterae 834 464 261 382 000 0,70 3,32 3,25 38,76 3,53 3095 11,36 0,00 9,18 0,00 8,79 0,75
Synechococcus sp (red) 068 0,70 0,19 0,12 o000 0,21 0,11 0,70 5,03 0,00 8930 0,00 0,08 210 0,00 0,78 0,00
Synechococcus sp (green) 064 069 026 033 034 020 031 0,26 587 056 8615 141 0,04 1,28 0,00 1,66 0,00
Synechococcus sp (brown) 1,010 o030 035 045 065 0,27 063 037 305 0,77 86,02 217 0,01 199 0,04 183 0,07

Cyanobacterium enrichment culture o 1o (16 (51 029 019 023 034 020 269 023 9299 031 001 072 000 090 006

clone

Synechocystis sp. 0,47 032 008 009 007 005 012 0,11 469 009 9265 035 0,02 025 0,05 0,57 0,02
Oscillatoria sp. 0,89 045 0,4 0,16 000 005 0,22 0,21 4,40 0,16 91,76 0,30 0,00 0,21 0,00 1,00 0,05
Anabaena flos aquae 3,77 189 2,37 0,24 1,34 1,28 3,01 2,27 7,54 000 6961 1,10 0,05 1,19 0,11 4,17 0,06
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6.3. Determinacidon del perfil aminacidico asociado a la variabilidad
taxonomica de las microalgas estudiadas

Con el fin de comprobar si existe una relacidn entre el perfil de aminodcidos y en la clasificacidn
taxondmica de las 57 microalgas estudiadas, se llevd a cabo un analisis estadistico de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés Principal Component Analysis) del perfil
de aminoacidos estructurales y aminodcidos libres que se muestran en las Tablas 6.1y 6.2. Asi,
en el caso de los aminodcidos estructurales, se puede observar que la distribucion de los phyla
no se corresponde con ningun cluster claramente diferenciado (Figura 6.1), por lo que se podria
concluir que no existe agrupacién de las diferentes especies mediante phylum y, como
consecuencia, la variabilidad taxondmica no implica una variabilidad en el perfil de aminoacidos
estructurales. También cabe destacar que la variabilidad representada en estas dos
componentes principales seleccionadas es del 20,55 y 11,26% del total de los datos,
respectivamente, lo que indica que gran parte de la variabilidad del perfil aminodcidico de las
especies no se debe a su clasificacién taxondmica. Ademas, los aminodcidos que contribuyeron
en mayor medida a estas componentes fueron Glx y Asx para la componente 1 (PC1), y Pro, Cys
y Ala para la componente 2 (PC2), lo que parece estar en concordancia con los trabajos
publicados previamente, que muestran que los aminoacidos Glu y Asp son los que podrian
favorecer la variabilidad taxondmica del perfil aminoacidico en microalgas (Templeton vy
Laurens, 2015). Por ello, se puede concluir que no existe una tendencia significativa que explique
una correlacién entre los diferentes phyla en el perfil aminoacidico de las microalgas, de acuerdo
con los datos de publicaciones previas como Chau et al. 1967, o Brown, 1991; y en contra de lo
que afirman otros estudios realizados con un menor nimero de taxones y especies
(Dawczynskiet et al. 2007; Lourenco et al. 2004).
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Figura 6.1. Analisis de componentes principales (PCA) y distribucidon segun las componentes que
explican mayormente la variabilidad, denominadas PC1 y PC2, del perfil de aminoacidos estructurales
de las 57 especies de microalgas estudiadas en este trabajo. Los diferentes marcadores se refieren a los
phyla presentes en el estudio: @ Chlorophytae, ® Cyanophytae, ® Haptophytae, A Bacillariophytae,
Miozoa, + Cryptophytae, X Ochrophytae y + Rhodophytae.

Por otra parte, con respecto al perfil de aminoacidos libres, el analisis PCA muestra una relacion
mas clara entre el perfil de aminodcidos y la clasificacion taxondmica de las especies. En los
resultados del andlisis se puede comprobar, en primer lugar, que las dos componentes
seleccionadas pueden explicar la mayor parte de la variabilidad existente (58,77% la PC1 y
15,93% la PC2), por lo que se puede considerar un analisis bastante eficiente. Ademas, los
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aminodcidos que contribuyeron en mayor medida fueron Val, Leu, Phe y Lys para la PC1, y Glx,
Tyry Ser para la PC2. Cabe destacar también que en este analisis se eliminaron las variables Cys
e His debido a sus valores cercanos al ruido en la medicién del GC-MS y que podrian dar lugar a
sesgos irreales en el analisis. Por todo ello, en la Figura 6.2A se pueden apreciar tres claros
clusteres, englobando el primero de ellos a las microalgas ochrophytae, un segundo a las
chlorophytae, cyanophytae, bacillariophytae, cryptophytae, rhodophytae y la microalga
haptofita Diacronema vikianum; y un tercer clister que engloba a las microalgas haptophytae y
miozoa. No obstante, al ampliar las imagenes del segundo y tercer clister (Figura 6.2 By C), se
puede comprobar que existen agrupaciones mas concretas que engloban a cada phylum,
mostrando la Figura 6.2B un clister con las cyanophytae, otro con las bacillariophytae (a
excepcion de la microalga Amphora sp.) y un tercero que engloba a las chlorophytae (a excepcidn
de la microalga Tetraselmis rubens), rhodophytae y cryptophytae; mientras que la Figura 6.2C
muestra dos clusteres, cada uno englobando uno de los otros dos phyla. La presencia de la
microalga rhodophyta dentro del clister de las chlorophytae se debe de producir puesto que es
el phylum taxonédmicamente mads cercano que tiene y, al no haber suficientes muestras, no
puede formar uno propio. Por otra parte, la presencia de las cryptophytae es este grupo es mas
complejo de explicar, puesto que no se han encontrado datos previos del perfil de aminoacidos
libres de este phylum en la bibliografia. Estos resultados indican que el perfil de aminoacidos
libres de las microalgas va a depender del phylum en el cual se encuentre la especie en casi el
90% de los casos, pudiendo ser utilizado como indicador taxondmico del mismo modo que el
perfil lipidico (Canavate, 2019) o el perfil de carotenoides (lanora et al. 2017). Otros estudios
obtuvieron resultados similares previamente (Derrien et al. 1998; Martin-Jezequel et al. 1988),
sin embargo, debido al limitado nimero de especies utilizadas no se pudo llegar a esta
conclusion de forma tan clara. Frente a eso, nuestro estudio utiliza 57 especies agrupadas en 8
phyla 'y 38 genera, lo que permite establecer resultados mas consistentes.
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Figura 6.2. Andlisis de componentes principales (PCA) y distribucion segin las componentes que
explican mayormente la variabilidad, denominadas PC1 y PC2, del perfil de aminoacidos libres de las 57
especies de microalgas estudiadas en este trabajo (A) y las diferentes ampliaciones de la imagen en los
clusteres con mayor nimero de muestras (B y C). Los diferentes marcadores se refieren a los phyla
presentes en el estudio: M Chlorophytae, ® Cyanophytae, ® Haptophytae, A Bacillariophytae, © Miozoa,
+ Cryptophytae, X Ochrophytae y + Rhodophytae.

6.4. Contenido de aminoacidos esenciales de los diferentes grupos de
microalgas e influencia en el valor nutricional

Una de las principales aplicaciones de las microalgas es su uso como suplemento alimenticio en
acuicultura. Los niveles de acidos grasos (Cafiavate, 2019), o de pigmentos (Koller et al. 2014)
en microalgas, ademas de tener un valor taxondmico, se han utilizado como indicadores del
valor nutricional de las diferentes especies. El nivel de aminodcidos esenciales (EAA), sin
embargo, ha sido mucho menos estudiado y practicamente no se ha investigado la variacién del
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perfil de aminoacidos entre los diferentes grupos o familias de microalgas. Por todo esto, se ha
realizado un estudio del porcentaje de EAA estructurales, EAA libres, y de la proteina total de las
microalgas, calculada mediante la suma de los valores obtenidos en el GC-MS y confirmada
mediante el analisis del N elemental.

Estos resultados representados en la Figura 6.3 muestran que el phylum miozoa presenta los
mayores porcentajes de EAA, tanto estructurales como libres, y un porcentaje de proteinas muy
variable. Tras este phylum los siguientes son ochrophyta y cryptophyta, que presentan mayores
porcentajes de proteinas totales y EAA estructurales, asi como de EEA libres. Por el contrario, el
grupo de menor valor nutricional en funcién del perfil aminoacidico es el de bacillariophyta que
posee el porcentaje de proteinas menor y uno de los menores de EAA libres.

60
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Porcentaje (%)
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10 , T
0

Chlorophyta Haptophyta Cyanophyta Miozoa Cryptophyta Bacillariophyta Ochrophyta

B % Proteinas en peso seco [0 % EAA estructurales 0% EAA libres

Figura 6.3. Valor nutricional de los diferentes phyla referido a los pardmetros de proteinas en peso seco,
EAA estructurales y EAA libres, seguin los datos de las Tablas 6.1y 6.2.

A pesar de estos resultados, para conseguir un alimento eficiente en acuicultura es necesario
tener en cuenta varios parametros nutricionales. Ademas del perfil de aminoacidos, el perfil de
acidos grasos es también otro parametro nutricional importante a considerar en las microalgas.
Con respecto a este perfil, las microalgas que poseen mayor valor afiadido son las dinophyceae,
seguidas por las haptophytae y cryptophytae, con un 60% del valor nutricional de las
dinophyceae tal y como describe Cafiavate (2019). Ademads, las microalgas haptophytae
destacan por su proporciéon de diferentes carbohidratos o esteroles frente a otros phyla (Brown
et al. 1997; Ahmed et al. 2015), o las bacillariophytae por su contenido en vitaminas (Brown et
al. 1999; Yang et al. 2020). Por todo esto, se hace imprescindible la combinacién de varias
especies de microalgas para conseguir el aporte nutricional necesario para su implantacidn en
dietas acuicolas.

No obstante, aunque los phyla puedan marcar una tendencia, la seleccién de microalgas para su
potencial uso en acuicultura como fuente de proteinas se ha realizar en funcién de la especie.
Segun los criterios utilizados en este estudio, las microalgas que destacan por su valor nutricional
dentro de cada phylum son: C. sorokiniana y Dunaliella salina en el caso de las chlorophytae y
rhodophyta; Isochrysis galbana (Huelva) en el caso de las haptophytae; Synechococcus sp.
(Green) en el caso de las cyanophytae; Heterocapsa cf pygmaea en el caso de las miozoa;
Chroomonas salina en el caso de las cryptophytae; Phaelodactylum tricornutum en el caso de las
bacillariophytae, y Ochromonas sp. en el caso de las ochrophytae. De entre las tres variables
seleccionadas cobra mayor importancia a la hora de decidir el valor nutricional el porcentaje de
proteinas, ya que es la de mayor importancia cuantitativa, de ahi la seleccion de estas 7 especies.
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Esta variable depende principalmente de la especie estudiada, puesto que todas las microalgas
seleccionadas han crecido en medios de cultivo con una concentracidén de nutrientes similar, y
han sido recogidas durante la parte final de su fase exponencial, por lo que las condiciones de
cultivo, que es una de las variables que afecta a la proteina total y a la composicién de
aminodcidos (Lourengo et al. 2004), han sido similares en todas. Dentro de las otras dos
variables, el porcentaje de EAA estructurales es bastante similar en la mayor parte de las
especies, rondando el 35-45% del total de aminoacidos, por lo que no es una variable
determinante en la selecciéon. Por ultimo, el porcentaje de EAA libres presenta una mayor
variabilidad, entre un 1-2% de algunas especies de Picochlorum o algunas cyanophyceae, hasta
un 35-40% de las Isochrydaceae o algunas miozoa. Ademds, entre los distintos phyla existen
también diferencias entre clases o familias, destacando en las chlorophytae las de las clases
Trebouxyophyceae y Chlorophyceae, sobre las Chlorodendrophyceae; en las haptophyceae las
Isochydaceae sobre las otras Coccolithophyceae y sobre las Paviovophyceae; y en el caso de las
ochrophyceae la Crysophyceae sobre las Eustigmatophyceae. Estos resultados contradicen los
obtenidos por Derrien y colaboradores (1998), que en su estudio observaron que las 3 especies
bacillariophytae estudiadas tuvieron un mayor porcentaje de EAA libres que las microalgas
Tetraselmis suecica e Isochrysis galbana. No obstante, este estudio no tiene en cuenta 5 de los
9 aminodcidos esenciales y su nimero de especies se limita a esas 5, por lo que sus resultados
no pueden considerarse comparables ni concluyentes. Sin embargo, tiene mayor concordancia
con el estudio realizado por Martin-Jezequel y colaboradores (1988) con 11 especies de
microalgas, cuyo porcentaje de EAA libres se encontré entre el 5 y el 40% segln especies.

Las 7 especies seleccionadas fueron de nuevo comparadas entre si mediante los 3 parametros
utilizados con el fin de seleccionar las especies con mayor valor nutricional. Los resultados que
aparecen en la Figura 6.4 muestran que la clasificacion de estas microalgas segun su valor
nutricional de EAA son Ochromonas sp. > Chroomonas salina > Synechococcus sp. (green) >
Heterocapsa cf pygmaea > C. sorokiniana > Isochrysis galbana (Huelva) > Dunaliella salina >
Phaelodactylum tricornutum, descantado las dos primeras (Ochromonas sp. y Chroomonas
salina), pertenecientes a los phyla ochrophyceae y cryptophyceae, respectivamente.
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Figura 6.4. Valor nutricional de las microalgas seleccionadas referido a los parametros de proteina en
peso seco, EAA estructurales y EAA libres, segun los datos de las Tablas 6.1y 6.2.
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Estas dos microalgas no han sido muy utilizadas en acuicultura como suplemento alimenticio.
No obstante, la microalga Chroomonas salina destaca también por su contenido en acido
ascorbico (Brown y Miller, 1992), aloxantina (Cheng et al. 1974) y triglicéridos (Henderson y
Mackinlay, 1989), pudiendo ser una prometedora especie al tener un alto contenido en EAA. Por
otra parte, la microalga Ochromonas sp. no ha despertado tanto interés segin sus parametros
nutricionales. Algunos datos de nuestro grupo de investigacién no publicados muestran que esta
microalga posee altas cantidades de fucoxantina, asi como otros estudios muestran sus
propiedades antibacterianas y antibidticas (Blom y Pernthaler, 2010; Schuelter et al. 2019), por
lo que ambas microalgas podrian tener un alto potencial para su utilizacién como suplemento
alimenticio en acuicultura.
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Teniendo en cuenta los objetivos propuestos para esta tesis doctoral y los resultados obtenidos,
se exponen las siguientes conclusiones:

Capitulo 3:

1.

La evaluacion del crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana bajo diferentes
condiciones troéficas muestra que el cultivo mixotréfico de la microalga con acetato
permite obtener la mayor velocidad de crecimiento (0,072 h en 48 h) y la mejor
cantidad de biomasa final (1,47 g L!). Ademas, la microalga es capaz de crecer en
presencia de residuos industriales, tales como el extracto de algarroba, el glicerol o las
lias oxidadas procedentes de la industria vinicola, siendo este Ultimo el residuo en el que
Chlorella sorokiniana crece a mayor velocidad (0,036 h?), entre todos los testados.

Las condiciones optimas de crecimiento de Chlorella sorokiniana, en condiciones
mixotroéficas, requieren una concentracion de acetato procedencete las lias oxidadas de
100 mM, como fuente de carbono, y una concentracién de cloruro de amonio de 30
mM, como fuente de nitrégeno. Por otra parte, las condiciones dptimas de produccidn
de lipidos neutros en la microalga se consiguen con una concentracién de acetato 100
mM y en ausencia de fuente de nitrégeno en el medio de cultivo.

Teniendo en cuenta las condiciones dptimas de crecimiento en cultivos mixotroficos, la
microalga Chlorella sorokiniana puede cultivarse en modo semicontinuo en reactores
de 2 L, obteniéndose una alta productividad de biomasa microalgal (11,0 g L) y de
lipidos neutros (38% DW), al utilizar los residuos de lias oxidadas como fuente de
carbono.

Capitulo 4:

4.

La microalga Chlorella sorokiniana es capaz de crecer en medios de cultivo con altas
concentraciones de metales pesados o metaloides, hasta concentraciones de 500 uM
de cobre, 250 uM de cadmio, 750 uM de arsenito, y 10 mM de arseniato. Por su parte,
el consumo de amonio sdlo se ve inhibido a concentraciones de 5 mM de cobre, 1 mM
de arsenito y 5 mM de arseniato, no viéndose afectado en el caso del cadmio para las
concentraciones testadas.

La presencia de cobre (500 uM), cadmio (250 uM), arsenito (750 uM) o arseniato (5 mM)
en el medio de cultivo de Chlorella sorokiniana provoca un aumento significativo en la
expresion génica, medida mediante qPCR, y en la actividad de las enzimas antioxidantes
ascorbato peroxidasa y catalasa, asi como de enzimas implicadas en el metabolismo del
nitrégeno y del azufre, como la glutamato deshidrogenasa, la O-acetilserina (tiol)liasa y
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la NAD-isocitrato deshidrogenasa. Por su parte, para la enzima glutamina sintetasa,
implicada en la asimilacién de amonio, se produce una disminucién tanto de la
expresion génica, como de la actividad enzimatica cuando la microalga se somete a
estrés metalico.

Chlorella sorokiniana es capaz de acumular grandes concentraciones intracelulares de
cobre y cadmio, obteniendo factores de bioconcentraciéon de 105 y 566,
respectivamente; lo que la hace una microalga con un gran potencial biorremediador,
especialmente de cadmio.

La exposicidn de la microalga Chlorella sorokiniana al cadmio (250 uM Cd*?) provoca
alteraciones en el crecimiento, disminuyendo su velocidad, y la morfologia celular de la
microalga, observandose un aumento del tamafio celular y del nimero de vacuolas, asi
como una distorsién de la pared celular y una disminucion de la fluorescencia producida
por las clorofilas.

El estudio protedmico mediante SWATH-MS sobre el efecto que el cadmio (250 uM)
provoca en Chlorella sorokiniana demuestra que existe una induccién de la
fotorrespiracion, las enzimas antioxidantes (incluidas las Heat Shock Proteins), la
gluconeogénesis, el catabolismo del almidén y la biosintesis de glutamato, cisteina,
glicina y serina. Asimismo, otras rutas como la fotosintesis, la fosforilacion oxidativa, la
glucdlisis, el ciclo de Krebs o la biosintesis de proteinas ribosomales se encuentran
reprimidas en las mismas condiciones de estrés.

Capitulo 5

10.

11.

El sistema de electroporacion es un método que permite la transformacion genética de
Chlorella sorokiniana, aplicando como parametros dptimos 2,5 kV de intensidad de
campo eléctrico y 3 pulsos eléctricos.

En la electroporacién de Chlorella sorokiniana, el promotor heterdlogo CaMV35S del
virus del mosaico de la coliflor permite obtener valores superiores de eficiencia de
transformacion y de expresion del gen de resistencia a paromomicina, APHVIII, que los
promotores heterélogos de la nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium tumefaciens y
el promotor hibrido HSP70/RBCS2 de Chlamydomonas reinhardtii.

Se ha puesto a punto un sistema de criopreservacion a -80 °C para Chlorella sorokiniana
capaz de mantener su viabilidad celular durante al menos 365 dias, utilizando como
criopreservante etilenglicol al 5% v/v, lo que ha permitido conservar los transformantes
obtenidos durante largos periodos de tiempo, sin que se produzca la reversién de sus
fenotipos.
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Capitulo 6

12.

13.

14.

15.

El estudio del perfil aminoacidico de 57 especies de microalgas pertenecientes a 8 phyla
y 38 genera, mediante GC-MS, pone de manifiesto que los aminoacidos estructurales
mayoritarios en las microalgas son la combinacidn de glutamato/glutamina (15-22% del
total de aminoacidos), aspartato/asparragina (9-14%), o la alanina (8-11%), la leucina (5-
10%) vy la lisina (5-9%). En el caso de Chlorella sorokiniana los mayoritarios son
glutamato/glutamina (22%), aspartato/asparragina (12%) lisina (8,7%) y alanina (8,5%).

Al contrario que en los aminoacidos estructurales, el perfil de aminodcidos libres varia
en funcidon del phylum de la microalga. Los aminoacidos libes mayoritarios son
glutamato/glutamina para los phyla chlorophyta (40-60%), cyanobacteria (70-90%),
miozoa (30-35%), cryptophyta (55-65%) y bacillariophyta (70-80%), la tirosina para el
phylum haptophyta (25-35%) o la prolina para el phylum ochrophyta (50-70%). Para la
microalga Chlorella sorokiniana los aminodcidos libres mayoritarios son
glutamato/glutamina (43%), aspartato/asparragina (22%) y prolina (9,5%).

El andlisis estadistico de componentes principales demuestra que existe una relacion
entre el perfil de aminoacidos libres y el grupo taxonémico para la mayoria de las
especies de microalgas (87,72% de las especies), pudiéndose agrupar en clusteres los
diferentes phyla a excepcion del phylum cryptophyta, y las especies Diacronema
vlkianum, Tetraselmis rubens y Amphora sp.

En funcién del perfil de aminodcidos esenciales, el phylum y las especies con mejor valor
nutricional son miozoa, con porcentajes de proteinas y aminoacidos esenciales del 30-
40%; y Ochromonas sp. y Chroomonas salina, con porcentajes de proteinas del 50-60%
y de aminoacidos esenciales estructurales del 37% vy libres del 10-25%. La microalga
Chlorella sorokiniana se encuentra entre las especies con valores mas altos de proteinas
(40%), aminoacidos esenciales estructurales (37%) vy libres (15%), lo que la convierte,
junto a las especies mencionadas, en un potencial suplemento proteico para
acuicultura.
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Conclusions

According to the objectives proposed for the present doctoral thesis and the results obtained,
the following conclusions can be documented:

Chapter 3:

1.

The evaluation of Chlorella sorokiniana growth under different trophic conditions shows
that the highest growth rate (0,072 h™ in 48 h) and final biomass (1,47 g L'!) is observed
for mixotrophic cultures, using acetate as carbon source. Moreover, the microalga is
able to growth with different industrial wastes, such as carob pod extract, glycerol or
oxidized wine waste lees, being the last one in which Chlorella sorokiniana shows the
highest growth rate (0,036 h?).

The optimal mixotrophic growth conditions for this microalga include 100 mM of
acetate providing from oxidized lees, as carbon source; and 30 mM of ammonium
chloride, as a nitrogen source. On the other hand, the optimal conditions for the
production of neutral lipids in Chlorella sorokiniana are an acetate concentration of 100
mM and nitrogen starvation.

Using the optimal growth conditions stablished, Chlorella sorokiniana can be
mixotrophically cultured in fed-batch 2 L bioreactors, obtaining high amounts of
microalgal biomass (11,0 g L) and neutral lipids (38% DW), using oxidized lees as carbon
source.

Chapter 4

4.

The microalga Chlorella sorokiniana is able to grow in the presence of high amounts of
various heavy metals or metalloids, up to concentrations of 500 uM for copper, 250 uM
for cadmium, 750 uM for arsenite, and 10 mM for arseniate. On the other hand, nitrogen
consumption appears to be inhibited at 5 mM of copper, 1 mM of arsenite and 5 mM of
arseniate, and is not affected by cadmium at the concentrations tested.

The presence of copper (500 uM), cadmium (250 uM), arsenite (750 uM) or arseniate (5
mM) in Chlorella sorokiniana’s culture medium provokes a significant gene expression
upregultation, measured by gqPCR, and an important increase in enzymatic activity of
antioxidant enzymes ascorbate peroxidase and catalase. Furthermore, the enzymes that
takes part in nitrogen and sulphur metabolism glutamate dehydrogenase, O-
acetylserine (thiol)lyase and NAD-isocitrate dehydrogenase, which takes part in
nitrogen and sulphur metabolism, are also upregulated in these conditions. On the other
hand, the enzyme glutamine synthetase, involved in nitrogen assimilation, suffers a
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downregulation both at gene expression and enzymatic activity levels, when Chlorella
sorokiniana is cultured under metallic stress.

Chlorella sorokiniana can accumulate high intracellular concentrations of copper and
cadmium, with bioconcentration factors of 105 and 566, respectively; indicating that
Chlorella sorokiniana is a microalga with a high potential for the bioremediation of
cadmium.

The exposure of Chlorella sorokiniana to cadmium (250 uM Cd*?) provokes a decrease
in its growth, with a lower growth rate; and alterations in its cell morphology, such as
higher size and number of vacuoles, just like a distortion of cell wall and reduction in
fluorescence of the chlorophylls.

The proteomic study, carry out by SWATH-MS technology, about the effect of cadmium
over Chlorella sorokiniana metabolism, demonstrates that different pathways, such as
photorespiration, antioxidant enzymes (including Heat Shock Proteins),
gluconeogenesis, starch catabolism or the biosynthesis of glutamate, cysteine, glycine
and serine were upregulated in Chlorella sorokiniana under cadmium stress. However,
other pathways such as photosynthesis, oxidative phosphorylation, glycolysis, TCA cycle
or biosynthesis of ribosomal proteins were downregulated in the same conditions.

Chapter 5

9.

10.

11.

The electroporation system is a feasible method which allows to obtain the genetic
transformation of Chlorella sorokiniana, using 2.5 kV of electric field strength and 3
electric pulses as optimal parameters.

In Chlorella sorokiniana electroporation, the heterologous promoter cauliflower mosaic
virus CaMV 35S led to obtain the highest transformation efficient and the highest level
of the paromomycin resistant, APHVIII, gene expression. This promoter is more effective
than the NOS promoter of Agrobacterium tumefaciens, and the hybrid promoter
Hsp70A/RbcS2 of Chlamydomonas reinhardtii.

A -80 °C cryopreservation method, able to preserved cellular viability for at least 365
days, is developed in Chlorella sorokiniana using ethylene glycol 5% v/v, as
cryopreservant, and allows the preservation of obtained transformarnts for long periods
of time without phenotype reversion.
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Chapter 6

12.

13.

14.

15.

The aminoacidic profile identified by GC-MS of 57 microalgae, included 8 phyla and 38
genera, shows that the main structural amino acids are the combinations of
glutamate/glutamine (15-22% of total amino acids), aspartate/asparagine (9-14%), or
alanine (8-11%), leucine (5-10%) and lysine (5-9%). For Chlorella sorokiniana, the main
structural amino acids are glutamate/glutamine (22%), aspartate/asparragine (12%),
lysine (8.7%) and alanine (8.5%).

On the contrary to structural amino acids, which do not show a taxonomic pattern, free
amino acids profiles vary through the phylum. The main free amino acids are the
combination of glutamate/glutamine for the phyla chlorophyte (40-60%), cyanobacteria
(70-90%), miozoa (30-35%), cryptophyta (55-65%) and bacillariophyta (70-80%),
tyrosine in haptophyte phylum (25-35%), and proline in ochrophyte phylum (50-70%).
For Chlorella sorokiniana, the main free amino acids are glutamate/glutamine (43%),
aspartate/asparragine (22%) and proline (9.5%).

The statistical principal components analysis demonstrates that there is a
correspondence between free amino acids profile and taxonomic classification in most
species of microalgae (87.72% of species), making a cluster group of the different phyla,
excepting phylum cryptophyta and species Diacronema vikianum, Tetraselmis rubens y
Amphora sp.

Through essential amino acids profile, the best values phylum is miozoa, with values
above 30-40% of proteins and essential aminoacids; and as species, Ochromonas sp. and
Chroomonas salina, with the highest percentage of proteins (50-60%), structural (37%)
and free (10-25%) essential amino acids. The microalga Chlorella sorokiniana have also
one of the best values, being high levels of total proteins (40%), structural essential
amino acids (37%) and free essential amino acids (15%), within these three species a
great potential as proteins supplement in aquaculture is demonstrated.
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