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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la mutacion-seleccion como es-
trategia de mejoramiento genético, se sometio a la microalga
Tetraselmis tetrathele a diferentes tiempos de exposicion con el
mutageno etil metano sulfonato (EMS). Los posibles mutantes
con acumulacion incrementada de lipidos y dacidos grasos po-
liinsaturados (PUFAs) fueron seleccionados utilizando Quizalo-
fop (100uM), un inhibidor de la sintesis de lipidos. Dos cepas
mutantes del alga (15¢ y 30a) fueron seleccionadas y compa-
radas con la cepa silvestre en cuanto a crecimiento, contenido
de lipidos totales y PUFAs. El crecimiento de las cepas 15¢ y
30a fue similar (P>0,05) al de la cepa silvestre, con densidades
celulares maximas de 1,5<10% 1,3x10° y 1,5%10° células/ml, res-
pectivamente. Los lipidos totales de las dos mutantes fueron 85

y 62%, respectivamente, superiores que los de la cepa silves-
tre (8,8 +0,32%). Los contenidos de dcido araquidonico de las
cepas 15c y 30a fueron 92 y 90%, respectivamente, mas altos
que los de la cepa silvestre (4,0%). Los valores de los acidos
eicosapentandico y docosahexaendico en los dos mutantes su-
peraron en mas de 25% a los obtenidos en la cepa silvestre.
Los resultados demuestran la utilidad de la mutacion-seleccion
como estrategia para mejorar genéticamente a T. tetrathele, por
ser una técnica ventajosa cuando se desconocen los mecanis-
mos de regulacion de los genes que participan en la biosintesis
del compuesto de interés o cuando las metodologias de mutagé-
nesis sitio-dirigida y transgenia estan poco desarrolladas, como
es el caso de la mayoria de las microalgas.

Introduccion

En la acuicultura, las mi-
croalgas son esenciales por
ser utilizadas como alimento
vivo de moluscos y de esta-
dos larvarios de algunos crus-
taceos y peces, asi como de
especies zooplancténicas in-
termedias, tipo rotiferos, arte-
mias y copépodos (Caifiizares
et al., 1995; Sanchez et al.,
2008). El uso de estos mi-
croorganismos en acuicultura
esta relacionado con el valor
nutricional que poseen, espe-
cialmente referido al conteni-
do de acidos grasos poliinsa-
turados (PUFA), entre éstos

los acidos eicosapentandico
(EPA; 20:5n-3), docosahexae-
noico (DHA; 22:6n-3) y ara-
quidoénico (ARA; 20:4n-6),
los cuales incrementan la tasa
de sobrevivencia de los orga-
nismos sometidos a cultivo
(Izquierdo, 1996).

En los ultimos afnos, los de-
sarrollos tecnologicos para la
produccién de sustancias de
interés biotecnoldgico y acui-
cola a partir de las microalgas
han sido significativos en todo
el mundo (Richmond, 2004).
Estos desarrollos se inician
con la seleccion adecuada de
una determinada cepa de mi-
croalga, la cual debe satisfacer

las exigencias de los deman-
dantes, es decir, que sintetice
los metabolitos de interés in-
dustrial o que supla las exi-
gencias energéticas de los con-
sumidores, en el caso de la
acuicultura especificamente
(Napolitano et al., 1990;
Cohen y Ratledge, 2005).
Ademas de las variaciones
propias de cada especie, en las
microalgas tienen lugar varia-
ciones de su composicion bio-
quimica como consecuencia de
las fluctuaciones de algunos
parametros fisico-quimicos que
condicionan sus cultivos
(Tonon et al., 2002). Diversas
estudios han determinado que

las bajas concentraciones de
nitrogeno producen un incre-
mento en la proporcion de lipi-
dos totales y de acidos grasos
poliinsaturados en las microal-
gas, conjuntamente con una
disminucion del contenido pro-
teico (Hu y Gao, 2006), mien-
tras que las bajas temperaturas
pueden incrementar la acumu-
lacion de PUFA (Renaud et al.,
2002; Teoh et al., 2004). Por
otro lado, se ha demostrado
que altos valores de irradian-
cias (sin llegar a ser fotoinhibi-
dores), asi como altas concen-
traciones de nitrogeno y fosfo-
ro, favorecen la acumulacion
de proteinas y disminuyen la
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INCREASE OF THE CONTENT OF LIPIDS AND POLYUNSATURATED FATTY
ACIDS OF A STRAIN OF Tetraselmis tetrathele THROUGH MUTATION-SELECTION

Roraysi Cortez, Miguel Guevara, Richard Bauza, Luis Freites, Diagnora Brito, Néstor Rosales and César Lodeiros

SUMMARY

The microalga Tetraselmis tetrathele was exposed to the
mutagen ethyl methane sulfonate (EMS) in order to evaluate
the mutation-selection as a strategy of genetic improvement.
The possible mutants with increased accumulation of lipids
and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) were selected using
Quizalofop (100uM), an inhibitor of lipid synthesis. Two mu-
tant strains (15¢ and 30a) were selected and compared with
the wild strain in its growth, contents of total lipids and PU-
FAs. Growth of the 15¢ and 30a mutants was similar (P>0.05)
to that shown by the wild strain, with maximum cell density of
L5x105; 1,3x10° y 1,5%10° cells/ml, respectively. The total lipids
of mutants 15¢ and 30a were 85 and 62%, respectively, higher

than the wild strain (8.8 +£0.32%). The contents of arachidon-
ic acid for 15¢ and 30a strains were 92 and 90%, respectively,
higher than the wild strain (4.0%). Eicosapentaenoic acid and
docosahexaenoic acid values measured in the two mutants ex-
ceeded by more than 25% to those obtained in the wild strain.
The results demonstrate the usefulness of the mutation-selection
as a strategy to genetically improve T. tetrathele, being an ad-
vantageous technique when unknown mechanisms of regulation
of the genes involved in the biosynthesis of the compound of in-
terest or when site-directed mutagenesis and transgenic method-
ologies are poorly developed, as it is the case with the majority
of microalgae.

AUMENTO DO TEOR LIPIDICO E ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS DE
UMA CEPA DE Tetraselmis tetrathele ATRAVES DE MUTACAO-SELECAO

Roraysi Cortez, Miguel Guevara, Richard Bauza, Luis Freites, Diagnora Brito, Néstor Rosales e César Lodeiros

RESUMO

A fim de avaliar a mutagdo-sele¢do como a melhor estratégia
de melhoramento genético, uma cepa da microalga Tetraselmis
tetrathele foi submetida a diferentes tempos de exposi¢do ao
agente mutagénico etil metano sulfonato (EMS). Mutantes poten-
ciais com aumento da acumula¢do de lipideos e dcidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) foram selecionadas utilizando Quiza-
lofop (100uM), um inibidor da sintese de lipidios. Duas cepas
mutantes da alga (15¢ e 30a) foram selecionadas e comparadas
com a cepa selvagem em quanto seu crescimento, teor de lipi-
dios totais e acidos graxos poliinsaturados. O crescimento das
mutantes 15¢ e 30a foi semelhante (P>0,05) ao mostrado pela
cepa selvagem, com densidades mdximas de células de 1,5%10°
1,3x10° y 1,5%x10° células/ml, respectivamente. Lipideos totais das

mutantes foram 85 e 62%, respectivamente, maior do que na es-
tirpe selvagem (8,8 +0,32%). O conteudo de acido araquidonico
das estirpes 15¢ e 30a foram de 92 e 90%, respectivamente, mais
elevados que os da estirpe selvagem (4,0%). Os valores dos dci-
dos eicosapentaendico e docosahexaendico nos dois mutantes ex-
cedeu mais do que 25% de aqueles obtidos na estirpe selvagem.
Os resultados demonstram a utilidade de mutacdo-selecdo, como
uma estratégia para melhorar geneticamente T. tetrathele, por
ser uma técnica vantajosa quando os mecanismos de regulagdo
dos genes envolvidos na via de biossintese do composto de inte-
resse sdo desconhecidos ou quando as metodologias por muta-
génese dirigida y transgenia sdo pouco desenvolvidas, como é o
caso para a maior parte das microalgas.

de los acidos grasos (Abalde
et al., 1995).

La modificacion de la com-
posicion bioquimica de las mi-
croalgas, ademas de realizarse
a través de la variacion de las
condiciones de cultivo, también
puede lograrse mediante el me-
joramiento genético de cepas a
través de mutagénesis inducida
y posterior seleccion (Lopez
et al., 1996). La mutagénesis
inducida comenz6 a hacerse
popular a principios de los
afios 40 y, desde entonces, se
ha utilizado principalmente en
bacterias, hongos y microalgas
(Alikhanian, 1962; Lian et al.,
2009; Cordero et al., 2011;
Zayadan et al., 2014). Esta téc-
nica es experimentalmente muy

simple, dado que no se re-
quiere conocimiento previo de
los genes involucrados en la
biosintesis del producto de
interés (Gomez, 2002). Los
métodos mas empleados para
inducir mutaciones incluyen
agentes fisicos (radiacion UV,
rayos X y gamma) y quimicos
(etilmetanosulfonato, EMS;
metil metano sulfonato,
MMS; nitrosoguanidina, NTG
y etilnitrosourea, ENU)
(Griffiths et al., 2000).

En lo concerniente a los mé-
todos de seleccion, éstos varian
de acuerdo al tipo de mutantes
que se desea aislar, teniendo en
comun el cultivo de mutantes
en una condicion inhibitoria
respecto al atributo que se
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pretende mejorar (Gomez,
2002). Asi por ejemplo, para el
aislamiento de mutantes con
una incrementada capacidad de
sintesis de PUFA se puede uti-
lizar inhibidores de la sintesis
de acidos grasos como los her-
bicidas Cerulenina, Sethoxidim
y Quizalofop, entre otros
(Chatuverdi et al., 2004).

Una de las especies de mi-
croalgas ampliamente utilizada
en la acuicultura es Tetraselmis
tetrathele (Godinez et al.,
2004). Es un fitoflagelado de
12-16pm, de color verde y alto
valor nutricional, que consta de
1-8 flagelos moviles y de un
cloroplasto en forma de copa.
Es cosmopolita y su crecimien-
to optimo esta dentro de un

intervalo de temperatura de
16-20°C. Ha sido ampliamente
utilizada en estudios bioquimi-
cos (Ronquillo et al., 1997) y
en acuicultura como alimento
para adultos y estadios larva-
rios de moluscos (Abalde
et al., 1995).

La composicion quimica de
T. tetrathele varia con la edad
del cultivo y para obtener bio-
masa con altos contenidos de
lipidos y de acidos grasos po-
liinsaturados es necesario reali-
zar cultivos bajo condiciones
ambientales especiales, como lo
son bajas temperaturas, altas
irradiancias y/o limitacion de
nutrientes, lo cual ocasiona in-
cremento en los costos de pro-
duccion y disminucion del
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crecimiento poblacional de la
especie. Basados en que 7. te-
trathele es de facil manejo en
el laboratorio, es usada como
alimento en la acuicultura y
alin no se conocen reportes de
su mejoramiento genético, esta
investigacion planted la evalua-
cion de un programa de muta-
cidén-seleccion para incrementar
su contenido de lipidos totales y
acidos grasos poliinsaturados.

Materiales y Métodos

Cepa algal y condiciones
de cultivo

La microalga utilizada corres-
ponde a una cepa de Tetraselmis
tetrathele (West, G.S) Butcher,
1959 (BGAUDO-19), prove-
niente de la Universidad de
Kagoshima, Japdn, y mante-
nida en el Banco de
Germoplasma Algal, Univer-
sidad de Oriente (BGAUDO),
Venezuela, la cual fue sembra-
da en medio f/2 soélido
(Guillard, 1975) con una con-
centracion de nitrato de
3,6mM y se expuso a 22°C,
40umoles'm?-s”! de irradiancia
y un fotoperiodo 12:12, con la
finalidad de aislar un clon e
iniciar cultivos clonales, los
cuales fueron utilizados duran-
te el desarrollo de toda la in-
vestigacion. Estos cultivos,
usados como el tipo silvestre
(WT), se hicieron en volume-
nes de 250ml en medio /2
y agitacion manual dos veces
al dia.

Sensibilidad de T. tetrathele al
Quizalofop

Se tomaron Sml, por triplica-
do, del cultivo silvestre (WT)
de T tetrathele en fase de cre-
cimiento exponencial, con una
densidad celular de 50000 cé-
lulas/ml y fueron centrifugados
(1000rpm, durante 10min). Los
pellets resultantes fueron resus-
pendidos, separadamente, en
S5ml de medio /2 conteniendo
diferentes concentraciones de
Quizalofop (control (0), 50,
100, 150, 200, 400, 600, 800 y
1000uM) e incubados durante
24h a 25 £1°C y una irradian-
cia continua de 100pmoles'm-
2.¢l. A continuacion se evalud
la densidad celular a través del
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conteo en camara de Neubaiier
y se determino el porcentaje de
supervivencia con respecto al
control, en cada concentracion
de Quizalofop. La concentra-
cion de Quizalofop que causd
el menor porcentaje de supervi-
vencia fue escogida para ser
usada en la seleccion de los
mutantes potencialmente mejo-
rados en su contenido lipidico.

Mutagénesis y seleccion

El etil metano sulfonato
(EMS) fue utilizado como
agente mutagénico, siguiendo
recomendaciones de Chatuverdi
et al. (2004). La metodologia
consistio en exponer 10ml del
cultivo de la cepa WT en fase
de crecimiento exponencial
(7,5%10° células/ml, DO,5,=
0,158) a diferentes concentra-
ciones de EMS (0,1-0,3M) du-
rante diferentes periodos de
tiempo (15-105min) con la fi-
nalidad de seleccionar aquellas
que produjeran menor tasa de
supervivencia, lo cual garanti-
za un mejoramiento genético
exitoso. Cada 15min, hasta
completar 105min, se retird
Iml del cultivo, se le agregd
Iml de tiosulfato de sodio
(0,16M) para neutralizar el
EMS y se centrifugd a
1000rpm, durante 10min.

El pellet resultante fue res-
uspendido en 1,5ml de medio
/2; luego, con la ayuda de un
asa de siembra se dispersaron
100ul, por triplicado, en medio
/2 solido servido en placas de
Petri. Posteriormente las placas
fueron colocadas en una cama-
ra de crecimiento durante 20
dias, a 22 £1°C y una irradian-
cia continua de 50pmoles m-
2.5l A continuacion, se deter-
miné el porcentaje de supervi-
vencia para cada tiempo de
exposicion y concentracion de
EMS, con respecto a un cultivo
control (no expuesto al EMS)
por conteo de colonias, usando
una lupa estereoscopica. De los
tiempos de exposicion y con-
centraciones de EMS que pre-
sentaron los menores porcenta-
jes de supervivencia, se aisla-
ron colonias y se cultivaron
separadamente en Sml de me-
dio f/2, durante 15 dias, a
25+1°C y una irradiancia con-
tinua de 50pumoles-m=s,

Transcurridos los 15 dias de
cultivo, los clones con densidad
celular similar al control fue-
ron seleccionados y cultivados
durante 20 dias, a 25°C y una
irradiancia continua de
100pumoles'm?s!, en medio f/2
que contenia la concentracion
de Quizalofop previamente se-
leccionada, con la finalidad de
seleccionar mutantes potencial-
mente mejorados en su conte-
nido de lipidos.

Crecimiento, lipidos totales, y
dcidos grasos

La cepa WT y los mutantes
con mayor crecimiento pobla-
cional en Quizalofop se culti-
varon, por triplicado, de forma
discontinua, con agitacion ma-
nual dos veces al dia, durante
20 dias, a 23+1°C e irradiancia
de 50umoles'm?s, fotoperiodo
12:12, utilizando matraces de
vidrio de 500ml, los cuales
contenian 250ml de agua de
mar (37PSU) filtrada (papel
Whatman GF/C 0,45um), este-
rilizada en autoclave y fertili-
zada con el medio f/2 Guillard.

El recuento celular fue rea-
lizado diariamente en mues-
tras fijadas con lugol al 1%,
con la ayuda de una camara
de Neubaiier de 0,lmm de pro-
fundidad y un microscopio
binocular. Al final del ensayo
se realizd la cosecha total,
para lo cual se centrifugaron a
1000rpm, durante 10min,
10ml, por triplicado, de cada
cultivo, por separado. Los pe-
llets resultantes se mantuvie-
ron a -80°C hasta la realiza-
cion de los analisis de lipidos
y acidos grasos.

Los lipidos totales se deter-
minaron mediante un ensayo
cuantitativo basado en la car-
bonizacion (Marsh y
Weinstein, 1966), previa ex-
traccion con la metodologia
descrita por Bligh y Dyer
(1959). La esterificacion de los
acidos grasos se realizo de
acuerdo al método de Sato y
Murata (1988), y los esteres
metilicos resultantes fueron
analizados por cromatografia
de gases. Se utiliz6 un croma-
tografo de gases-espectrometro
de masas (HP 1800B) equipado
con una columna omegawax
TM 250 fused silica (Supelco)

de 0,25mmx25m de largo. Los
ésteres metilicos se identifica-
ron mediante la comparacion
de los tiempos de retencion de
un patréon comercial de ésteres
metilicos de acidos grasos
PUFA-3 (Sigma) y por compa-
racion de los espectros de
masa que generaron las mues-
tras, con respecto a los espec-
tros de masas contenidos en
las bibliotecas NIST2000. Los
resultados se expresaron en
porcentaje con base al total de
los acidos grasos encontrados.

Analisis de los resultados

La cepa WT de Tetraselmis
tetrathele y los mutantes obte-
nidos a partir de ella se com-
pararon en cuanto a sus para-
metros de crecimiento, conteni-
do de lipidos totales y de los
acidos grasos poliinsaturados a
través de andlisis de varianza
de un factor (cepas: mutadas y
WT) (Sokal y Rolf, 1995).

Resultados

La cepa de Tetraselmis te-
trathele mostro6 alta sensibili-
dad al Quizalofop. Concen-
traciones de este herbicida su-
periores a 100uM ocasionaron
mortalidades masivas de las
c¢lulas de esta microalga.
Tomando en consideracion que
100uM de Quizalofop produjo
una tasa de supervivencia del
10% en T. tetrathele (Figura 1),
se escogio esta concentracion
para seleccionar los mutantes
con una posible capacidad de
incremento de lipidos y aci-
dos grasos.

Concentraciones de EMS
>0,IM fueron letales para las
células de T. tetrathele. La su-
pervivencia de las células de
esta microalga expuestas a
0,IM de EMS disminuy6 dras-
ticamente a medida que au-
mento el tiempo de exposicion
a este mutageno (Figura 2).
Después de 45min de exposi-
cion se observd una mortalidad
total de las células. Los tiem-
pos de exposicion de 15, 30 y
45min ocasionaron porcentajes
de supervivencia de 26, 22 y
21%, respectivamente. Cinco
mutantes pertenecientes a cada
uno de estos tiempos de expo-
sicion fueron aislados y
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Figura 1. Efecto del Quizalofop
sobre la tasa de supervivencia
(promedio +desviacion estandar)
de Tetraselmis tetrathele.

cultivados como se indico pre-
viamente. Después de 15 dias
de cultivo, la densidad celular
de cada uno de los mutantes se
compar6 con la obtenida por la
cepa WT. En la Figura 3 se
observa que los mutantes 15¢
(células expuestas durante
15min a 0,1M de EMS), 30a
(células expuestas durante
30min a 0,IM de EMS) y 45¢c
(células expuestas durante
45min a 0,IM de EMS) mos-
traron las mayores densidades
celulares, con valores de
2,8x10%; 2,9x10 y 1,7x10° célu-
las/ml, respectivamente, por lo
cual fueron seleccionados para
ser sometidos al tratamiento
con Quizalofop.

Los tres mutantes selecciona-
dos (15¢, 30a y 45c¢) se cultiva-
ron, como se indico en la meto-
dologia, en medio f/2 conte-
niendo 100uM de Quizalofop.
Todas las cepas mutantes y es-
pecialmente la cepa WT (murio
a los 14 dias de cultivo) fueron
afectadas por la presencia del
Quizalofop (Figura 4); sin em-
bargo, las cepas 15¢ y 30a pre-
sentaron un mayor crecimiento,

120
100
80
60
40
20
04

Supervivencia (%)

WT 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo de exposicion (minutos)

Figura 2. Efecto del tiempo de ex-
posicion a 0,IM de EMS sobre la
tasa supervivencia (promedio +des-
viacion estandar) de Tetraselmis
tetrathele.

lo cual demuestra su alta resis-
tencia a este herbicida y, por
esta razon fueron escogidas-se-
leccionadas para los analisis de
lipidos y 4cidos grasos.

El crecimiento, medido como
maximas densidades celulares
y tasas de crecimiento instan-
taneo de las cepas mutantes
15¢ y 30a, y la WT (Figura 5)
no mostrd diferencias significa-
tivas (p>0,05) entre ellas. Las
mayores densidades celulares
alcanzadas por estas cepas fue-
ron 1,5x10% 1,3x10° y 1,5x10°
células/ml, respectivamente. La
tasa de crecimiento instantanea
(K) fue de 0,5 £0,08 div/dia.
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El pH de los cultivos se man-
tuvo entre 7,5 y 8,8.

Los contenidos de lipidos
totales y acidos grasos de la
cepa WT y los mutantes selec-
cionados se muestran en la
Tabla I. Los lipidos totales de
los mutantes 15¢ y 30a fueron
85 y 62%, respectivamente,
mas altos (p<0,05) en compa-
racion con la cepa WT (P=
0,000; Fs= 149,08).

Las cepas mutantes también
presentaron mayores (p<0,05)

contenidos de ARA (P=
0,0003; Fs= 39,77), EPA (P=
0,0115; Fs= 10,31) y DHA (P=
0,0208; Fs= 7,90) que la cepa

2 0O T 0o © o O T O
OOOOI.OLO'-OLOLO
(&) Mo O < F 5 < <

Figura 3. Densidades celulares (promedio +desviacion estandar) de los
mutantes seleccionados después de 15 dias de cultivo en medio f/2, bajo
una irradiancia continua de 50umoles'm?-s y a 23°C.

1,E+06 T

Densidad celular (celular/ml)

1,E+04 T T T T

0 2 4 6 8

10 12 14 16 18 20

Tiempo de cultivo (dias)
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Figura 4. Crecimiento (promedio +desviacion estandar) de los mutantes
(15c, 30a y 45¢c) y la cepa WT (silvestre) de Tetraselmis tetrathele en

medio f/2 con Quizalofop (100uM).
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WT. Los contenidos de ARA
de las cepas 15¢ y 30a fueron
92 y 90%, respectivamente,
superiores a los de la cepa
WT. Los valores de EPA y
DHA cuantificados en los dos
mutantes superaron en mas de
un 25% a los obtenidos en la
cepa WT.

Discusion

El programa de mutacion-
seleccion, como técnica de me-
joramiento  genético de
Tetraselmis tetrathele, permitio
obtener dos mutantes de esta
cepa con un contenido incre-
mentado de lipidos totales y de
PUFA. Dichos mutantes han
mantenido esta condicion du-
rante dos afios en medios ca-
rentes de Quizalofop, lo cual
es indicativo de la ausencia de
reversiones espontaneas capa-
ces de restaurar el fenotipo
silvestre (Van Der Meer y
Zhang, 1988).

La mutacion inducida con
mutagenos quimicos, como es-
trategia para incrementar el
contenido de lipidos y PUFA
no ha sido documentada en
T. tetrathele, por lo cual la
presente investigacidon es un
aporte novedoso.

Al igual que con T tetrathe-
le, esta metodologia también ha
permitido mejorar genéticamen-
te a otras microalgas. Asi, el
contenido de lipidos y PUFA
pudo ser incrementado signifi-
cativamente, por ejemplo, en
Nannochloropsis por Chatuverdi
et al. (2004), Doan y Obbard
(2012) y Anandarajah et al.
(2012), en Rhodomonas salina
por Guevara (2011), en
Chlorella pyrenoidosa por
Zayadan et al. (2014).

La efectividad del EMS
como mutageno se debe a la
actuacion de este compuesto
como agente alquilante; es
decir, agrega un grupo etilo a
la guanina, produciendo O-6-
etilguanina, el cual se aparea
con la timina, en lugar de la
citosina. Por lo tanto, produce
una transicion C:G a T:A. De
igual manera, puede agregar
un grupo etilo a la timina y
se produce 4-etilamina, para
luego aparease con la guani-
na, lo cual conduce a la tran-
sicion T:A a C:G (Pierce,
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Figura 5. Crecimiento (promedio +desviacion estandar) de los mutantes
(15¢c y 30a) y WT (silvestre) de Tetraselmis tetrathele en medio /2
durante 20 dias a 23 +1°C e irradiancia de 50umoles'ms' con foto-

periodo 12:12.

TABLA 1
PERFIL DE ACIDOS GRASOS
(% DEL TOTAL DE LOS ACIDOS GRASOS)
DE LAS CEPAS WT Y MUTANTES (15C Y 30A)
DE Tetraselmis tetrathele

EMAG Silvestre 15¢ 30a
14:00 12,1 £0,85 11,4 £0,91 11,0 £0,88
15:00 6,5 +£0,59 5,7 £0,39 5,9 £0,35
16:00 12,0 £0,84 11,2 +0,67 11,1 +0,82
18:00 5,7 +£0,34 6,4 0,51 6,2 £0,42
20:00 3,1 £0,15 2,6 £0,18 2,7 +0,15
¥Saturados 39,4 373 36,9
16:1n-9 15,3 +1,37 13,1 £0,75 13,7 £0,69
18:1n-9 3,7 £0,12 2,9 £0,14 3,4 +0,11
20:1n-11 0,4 +0,02 0,3 +0,01 0,4 0,02
22:1n-9 0,2 £0,01 0,2 £0,01 0,2 £0,01
YMonoinsaturados 19,6 16,5 17,7
18:2n-6 6,5 +£0,48 5,8 £0,40 6,0 £0,61
18:3n-3 6,6 +0,72 10,3 +0,90 9,2 +£0,83
20:3n-3 1,6 £0,11 1,2 +£0,072 1,4 £0,05
20:4n-6 ARA 4,0 £0,36* 7,7 £0,62° 7,6 £0,59°
20:5n-3 EPA 7,6 £0,65 A 10,0 £0,.94 B 10,2 +0,89 C
22:2n-6 1,8 +0,11 1,8 +0,13 1,5 +0,16
22:5n-3 8,0 £0,73 3,3 £0,13 3,3 £0,14
22:6n-3 DHA 47 £042 A 59 +0,47 B 6,1 £0,36 C
YPoliinsaturados 40,8 46,0 45,3
n-3 28,5 30,7 30,2
n-6 10,5 13,5 13,6
DHA/EPA 0,61 0,6 0,6
Lipidos totales 8,8 +0,32 A 16,3 +0,81 B 14,3 +0,39 C

EMAG: ésteres metilicos de acidos grasos; A, B, C: letras diferentes en
una misa fila indican diferencias significativas (P<0,05).

2006). Estudios en diversos
organismos, incluyendo mi-
croalgas han demostrado la
eficiencia del EMS como un
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mutageno, principalmente por
las transiciones de G:C a AT,
lo cual indica que la O-6-
etilguanina es la primera

causa de mutaciones in vivo
(Eisenstadt, 1987; Chatuverdi
et al., 2004).

Los contenidos de PUFA
(ARA, EPA y DHA) mostra-
dos por las cepas mutantes en
el presente estudio superan a
los referidos para la cepa sil-
vestre de T. tetrathele por De
la Pefia y Villegas (2005) y
Farhadian et al. (2009). La
ventaja de los cultivos de las
cepas mutantes sobre las cepas
silvestres es que no necesitan
de condiciones de cultivo ex-
tremas (altas o muy bajas tem-
peraturas e irradiancias, defi-
ciencia de nutrientes, entre
otros) para acumular altos
contenidos de PUFA.

Los altos contenidos de PUFA
(DHA: 6%, ARA: 8% y EPA:
10%) en los mutantes de T te-
trathele los catalogan como ido-
neos para la acuicultura.
Numerosos estudios han demos-
trado el requerimiento de 1% de
DHA en la dieta para el normal
desarrollo de larvas de peces y
crustaceos (Sargent et al., 1989;
Takeuchi et al., 1996; Farhadian
et al., 2009). Ademas, varios
investigadores han sefialado la
importancia del ARA y el EPA
en la nutricion de larvas de pe-
ces, dado que fortifican el siste-
ma inmune y disminuyen la tasa
de mortalidad producto del es-
trés de las labores de cultivo
(Bell y Sargent, 2003; Chavez
et al., 2005).

Otro criterio considerado en
la acuicultura para la seleccion
de dietas es la relacion DHA/
EPA. A juicio de Naessens
et al. (1995), las dietas con
una relacion DHA/EPA entre
0,5-1,5 producen un mayor
crecimiento y supervivencia de
larvas de camarones. En el
presente estudio la relacion
DHA/EPA fue de 0,6; lo cual
puede sugerir la efectividad de
los mutantes de T. tetrathele
como posibles alimentos de
camarones.

Los resultados obtenidos en
esta investigacion demostraron
la utilidad de la mutacion-se-
leccién como estrategia para
mejorar genéticamente a 7. te-
trathele. Esta técnica posee
ventajas cuando se desconocen
los mecanismos de regulacion
de los genes que participan en
la ruta de biosintesis del

compuesto de interés o cuando
las metodologias de mutagéne-
sis sitio-dirigida y transgenia
estan poco desarrolladas,
como es ¢l caso de la mayoria
de las microalgas.
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