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Abstract.- Microalgae are photosynthetic eukariotic microorganisms capable of producing a wide range of compounds of
commercial interest, such as vitamins, antioxidants, omega-3 fatty acids, and immunostimulants like B-glucans. -glucans are D-
glucose polymers linked by B-1,3 and/or $-1,4 bonds, which can present branches of $-1,6 bonds. The most well known in
microalgae are the paramylon (in euglenoids) and the chrysolaminarin (in diatoms). In the genus Nannochloropsis, (Ochrophyta),
the genome and transcriptome sequencing of species has shown that they are also likely to be able to synthesize B-glucans with
-1,3 bonds with B-1,6 side branches. There are few studies about these B-glucans in those species but it is suggested that they are
carbon/energy-storage molecules that replace starch and perform similarly to storage lipids such as triacylglycerol (TAG),
competing for the same precursor molecules produced by the carbon fixation. The presence of B-glucans, along with characterizing
them and confirming their beneficial properties for human health, could grant a high potential to the culture of Nannochloropsis
with commercial purposes. These cultures have already gained great interest because of their high contents of TAG used to
produce biodiesel or eicosapentanoic acid (EPA) to feed rotifers, fish or for nutraceutical purposes in humans. The objective of
this review is to describe the properties of 3-glucans in microalgae and the potential use of Nannochloropsis in the production of
these molecules.
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Resumen.- Las microalgas son microorganismos eucariontes fotosintéticos capaces de producir una amplia gama de compuestos
de interés comercial, tales como vitaminas, antioxidantes, acidos grasos omega-3 e inmunoestimulantes como los f-glucanos.
Los B-glucanos son polimeros de D-glucosa unidos por enlaces $-1,3 o B-1,4 los cuales pueden presentar ramificaciones de
enlaces B-1,6. Los mds conocidos en microalgas son el paramildn (presente en euglenoides) y la crisolaminarina (presente en
diatomeas). En el género Nannochloropsis, (Ochrophyta), la secuenciacién de los genomas y los transcriptomas de algunas de sus
especies ha evidenciado que también serian capaces de sintetizar B-glucanos de enlaces -1,3 con ramificaciones -1,6. Si bien,
existen pocos estudios con respecto a dichos compuestos en estas especies, se sugiere que corresponderian a moléculas de
reserva energética de carbono, que reemplazan el almidén y que presentan un comportamiento similar al de los lipidos de reserva
como el triacilglicerol (TAG). Por lo que, puden competir por las mismas moléculas precursoras derivadas de la fijacién de
carbono. La presencia de los B-glucanos junto con su caracterizacién y la validacién de sus propiedades beneficiosas para la
salud humana, pueden otorgar un potencial interés econémico al cultivo de Nannochloropsis. Estos cultivos, han adquirido un
enorme interés debido a su alto contenido de TAG para la produccion de biodiesel o acido eicosapentanoico (EPA) para la
alimentacion de rotiferos, peces y humanos con fines nutracéuticos. Esta revision tiene como finalidad evidenciar las propiedades
de los B-glucanos en microalgas y el uso potencial de Nannochloropsis en la produccién de esas moléculas.
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INTRODUCCION

Las algas, son un grupo extremadamente diverso de organismos
eucariontes, en su mayoria autotréficas, aunque también pueden
ser mixotroficas y heterotréficas (John 1994, van den Hoek et
al.1995). Estos organismos pueden abarcar desde

microorganismos unicelulares hasta organismos
multicelulares (Bold & Wynne 1985), y se estima que realizan
aproximadamente el 50% de la fotosintesis del planeta (John
1994), siendo organismos fundamentales para la existencia y
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mantencidn de la biosfera. Las microalgas han sido sujeto de
gran interés en los Gltimos 10 afios debido a sus altas tasas de
crecimiento en condiciones favorables, pudiendo afectar el
medio ambiente a través de proliferaciones masivas (blooms
eninglés, i.e., rapido incremento en la poblacion algal de un
sistema acuético; Kim et al. 2015) o ser utilizadas para la
produccion de productos de interés comercial, como
biocombustibles, aditivos alimenticios, compuestos
nutracéuticos, entre otros (Apt & Behrens 1999). El elevado
crecimiento de estos organismos, se sustenta en su alta eficiencia
en la fijacion de CO,, utilizacion de fuentes de carbono
organicas, nitrogenoy fosfatos inorganicos y organicos, entre
otros (Borowitzka 1999). Estos organismos han sido capaces
de colonizar diferentes tipos de habitats, incluyendo todo tipo
de ambientes acuéticos, terrestres e inclusive ambientes
extremos como el desierto de Atacama (van den Hoek et al.
1995, Azua-Bustos & Gonzélez-Silva 2014).

Dada su alta flexibilidad metabdlica, ha sido posible cultivar
a nivel mundial microalgas a gran escala mediante
fotobiorreactores y en panel (indoor u outdoor) y piscinas al
aire libre del tipo raceway. Asi, el cultivo de microalgas se
propone como una fuente de produccion sustentable para una
amplia gama de productos bioquimicos, como farmacos,
aditivos alimenticios, suplementos alimenticios, alimentacién para
animales, como también biocombustibles y compuestos
nutracéuticos (Borowitzka 1999, Richmond 2000, Adarme-
Vegaetal. 2012, Yen et al. 2014).

Los nutracéuticos corresponden a compuestos cuyo
consumo se ha relacionado con la prevencion y/o el tratamiento
de ciertas enfermedades y como complemento de farmacos
(Kalra 2003, Valenzuela et al. 2014). Chile alin no cuenta con
una definicién formal sobre nutracéutico ni alimento funcional
en lanormativa alimentaria vigente (Reglamento Sanitario de
los Alimentos), aunque la industria de alimentos utiliza con
frecuencia el término alimento funcional para identificar a
productos que tienen adicionado mayor cantidad de un
componente naturalmente presente en el alimento, o al que se
le adiciona uno 0 mas componentes no presentes naturalmente
en el producto (Valenzuela et al. 2014). Para el caso de algunos
de estos compuestos, la evidencia cientifica sobre los beneficios
en lasalud humana es tan sélida y reconocida por la comunidad
cientifica internacional, que sus componentes han sido avalados
por agencias reguladoras gubernamentales, como el FDA de
los Estados Unidos, laAgencia Alimentaria de laUnién Europea
oel Ministerio de Salud y Bienestar Social de Japdn (Valenzuela
etal. 2014). Existen alrededor de 470 nutracéuticos yalimentos
funcionales comercialmente disponibles con investigaciones que
respaldan sus beneficios para la salud, los cuales contaron con
un tamafio de mercado global estimado de 142,1 billones de
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dolares en el 2011 principalmente en Estados Unidos, Japon y
Europa, y un potencial crecimiento a corto plazo. Dichos
compuestos pueden ser producidos por microalgas, entre los
cuales se puede encontrar las vitaminas A (retinol), B1 (tiamina),
B2 (riboflavina), B3 (niacina), B6 (piridoxina), B9 (&cido félico),
B12 (cobalamina), C (acido ascérbico), D, E (tocoferol) y H
(biotina). También se reportan altas cantidades de minerales y
elementos esenciales como hierro, zinc, yodo, calcio, entre otros
(Bishop & Zubeck 2012).

Ademas, las microalgas son productores de aminoacidos,
antioxidantes (como la astaxantina) y acidos grasos esenciales,
como omega 6 (&cidoaraquidénico) y los &cidos grasos omega-
3: acido alfa linolénico (ALA), eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA), que presentan mejor
biodisponibilidad y caracteristicas organolépticas que los
provenientes del pescado (Adarme-Vega et al. 2012). Ademas,
se ha descrito que estos microorganismos, junto con algunas
macroalgas, serian capaces de producir compuestos
inmunoestimulantes como los B-glucanos (Bishop & Zubeck
2012).

1. ﬁ-GLUCANOS: POTENCIAL COMO NUTRACEUTICOS Y
ORGANISMOS PRODUCTORES

Los B-glucanos son un grupo heterogéneo muy diverso de
polisacaridos conformados por mondmeros de D-glucosa
unidos mediante enlaces glicosidicos tipo 8 (Stone & Clarke
1992). Estos polisacéridos pertenecen a un grupo de
compuestos fisioldgicamente activos denominados
modificadores de la respuesta biol6gica, debido a su capacidad
de interactuar con el sistema inmune de vertebrados e incluso
invertebrados (Werner 1987, Novak & Vetvicka 2009). La
gran diversidad de estas moléculas se debe en parte, a las
diferencias en la proporcion y disposicion de sus enlaces
glicosidicos (B-1,3, B-1,4 y B-1,6), donde en la mayoria de
los casos se presentan como una cadena principal de longitud
variable (enlaces B-1,3 y/o B-1,4) con ramificaciones laterales
de cadenas de D-glucosa unidas por enlaces 3-1,4y p-1,6
(Stier et al. 2014). Los B-glucanos han sido descritos
previamente en bacterias, hongos, levaduras (incluyendo la
levadura de cerveza), plantas y algas, donde cumplen un
importante rol estructural en la pared celular o de reservorio
energético (Brownfield etal. 2009, Bulone 2009, Nogami &
Ohya 2009).

Existen mas de 6000 estudios que han descrito los efectos
inmuno-modulatorios de B-glucanos, principalmente los de
enlaces -1,3, tales como propiedades anti-inflamatorias y anti-
microbianas (Vetvicka & Vetvickova 2010), junto con otros
efectos beneficiosos para la salud, como hepatoprotectores,



sanacion de heridas, pérdida de peso, propiedades
antidiabéticas y la disminucion del colesterol sanguineo
(Zekovic et al. 2005, Vetvicka & Vetvickova 2011). Estas
propiedades han sido reportadas tanto en humanos como en
animales, incluyendo animales de granja, roedores, peces e
invertebrados (Novak & Vetvicka 2009), dando cuenta de su
alto potencial de desarrollo y sus multiples aplicaciones. Esta
capacidad de interactuar con el sistema inmune de diversos
organismos se relacionaria al reconocimiento e interaccion con
receptores de membrana de monocitos, neutréfilos, macréfagos,
células asesinas naturales, eosinofilos, células epiteliales
alveolares, células endoteliales y fibroblastos, entre otros tipos
celulares (Brown & Williams 2009). Al menos 4 receptores
han sido identificados en mamiferos para el reconocimiento de
estas moléculas: lactosilceramida, receptores basurero
(scavengers), receptor del complemento 3 ydectina-1 (Brown
& Williams 2009). Estudios en dectina-1 han demostrado que
este seria el principal receptor de 1,3-B-glucanos en leucocitos
y que la unidad minima de reconocimiento es un polisacarido
de entre 8 a 11 unidades de glucosa unidas por enlaces -1,3
con una sola ramificacion (Brown & Williams 2009). Ademas,
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este receptor seria incapaz de interactuar con otras moléculas
como el manano o la celulosa.

Se ha llevado a cabo produccién comercial de 1,3-B-
glucanos mediante el cultivo de bacterias, levaduras, hongos y
plantas. Por ejemplo, el curdlano, un B-glucano lineal de enlaces
-1,3 sin ramificaciones (Fig. 1) es sintetizado por especies de
Agrobacterium y Alcaligenes faecalis bajo condiciones donde
el nitrégeno es limitante (Lee et al. 1997). Este compuesto es
utilizado principalmente como material gelificante para mejorar
latextura, la capacidad de retencion de agua y la estabilidad
térmica de alimentos. Existen varios reportes sobre la actividad
bioldgica de este tipo de -glucano de origen bacteriano (Kim
et al. 2003). Por ejemplo, Jagodzinski et al. (1994) reportaron
que el sulfato de curdlano poseia gran actividad anti-VIH,
ademas de presentar bajos efectos secundarios. Mikio et al.
(1995) encontraron que un derivado de curdlano, modificado
mediante una reaccion con glicidol, desarrollé una excelente
actividad antiviral con una toxicidad extremadamente baja.
Incluso, se ha sugerido que el curdlano podria ser un tratamiento
auxiliar potencial contra la malaria (Evans et al. 1998).
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Figura 1. Estructura de 1,3-B-glucano lineal no ramificado como paramilén o curdlano / Structure of not branched

lineal 1,3-B-glucan like paramilon or curdlan

“ Enlace B-1,3 : Enlace B-1,6 @ Residuo de glucosa

Figura 2. Estructura simplificada del 1,3;1,6-B-glucano de lapared celular de Saccharomyces cerevisiae / Simplified
structure of 1,3;1,6-B-glucan from Saccharomyces cerevisiae cell wall.
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En hongos los B-glucanos son un componente estructural
de la pared celular, donde predominan los 1,3-B-glucanos
lineares de alto peso molecular. Estdn conformados por
alrededor de 1500 residuos de glucosa con ramificaciones de
cadenas mas cortas, que van unidas a la cadena principal por
enlaces B-1,6 (Fig. 2). Estos B-glucanos se unen mediante
enlaces covalentes a otras moléculas estructurales de la pared,
como quitina (mediante enlaces glicosidicos 3-1,4) y proteinas,
estas Ultimas unidas a cadenas de 1,6-B-glucano por medio de
un anclaje glicosilfosfatidilinositol o a la cadena de 1,3-B-
glucano mediante enlaces éster (Kapteyn et al. 1999, Nogami
& Ohya 2009). En las levaduras, los glucanos son el mayor
componente filamentoso de la estructura de la pared celular,
donde llegan a formar cerca del 50% del peso seco de la pared
de Saccharomyces cerevisiae (Nogami & Ohya 2009).

Los B-glucanos de origen fingico, especialmente los
producidos por la levadura de cerveza, han sido ampliamente
descritos con efectos inmuno-modulatorios (Bohn & BeMiiller
1995), encontrdndose ademas multiples propiedades tales
como actividad antitumoral (Chihara et al. 1970), actividad
anti-fangica/anti-bacteriana (Onderdonk et al. 1992), entre
otras. Si bien la mayoria de los estudios realizados en hongos
han sido llevados a cabo con B-glucano de levadura
(Saccharomyces cerevisiae), investigaciones en otras especies
han logrado desarrollar algunas drogas anti-cancerigenas en
base a B-glucano, tales como Krestin (Grifola frondosa)
(Nakazato et al. 1994, Maehara et al. 2012), Lentinan
(Lentinula edodes) (Zhang et al. 2011) y Schizophyllan
(Schizophyllum commune) (Mansour et al. 2012).

En plantas, el tipo més comun de 3-glucano es la celulosa,
formada por cadenas de glucosa de enlaces B-1,4 que no
presenta efectos inmunomodulatorios (McFarlane et al. 2014).
Algunos cereales como la avenay la cebada, son capaces de
producir B-glucanos no ramificados de enlaces mixtos 3-1,3y
B-1,4 (Fig. 3), los cuales han atraido gran interés en
investigacion debido a su capacidad de interactuar con el sistema
inmune de vertebrados (Xia et al. 1999, Tada et al. 2009),
potenciar la accion probidtica de bacterias benéficas (Metzler-
Zebeli & Zebeli 2013, Arena et al. 2014), inducir posibles

efectos positivos contra el colesterol y la obesidad (Linetal.
2013), asi como mejorar el rendimiento al realizar actividad
fisica (Xu etal. 2013). Otro tipo de B-glucano que esta presente
en plantas es la callosa, que presenta 1,3-B-glucano lineal no
ramificado formando parte de tejidos de plantas embriofitas en
paredes celulares especializadas o en estructuras asociadas a
pared en etapas particulares de diferenciacion (Stone 2009).
También, se encuentra presente como dep0sitos discretos en
la pared celular inducidos por heridas, estrés fisioldgico o
patoldgico (Stone 2009).

Las algas son capaces de producir este tipo de moléculas.
En macroalgas pardas, por ejemplo, se puede encontrar la
laminarina, que es un 1,3;1,6-B-glucano de reserva acumulado
al interior de vacuolas (Bulone 2009). A continuacion, se
describira en detalle los principales tipos de 1,3-B-glucanos
presentes en microalgas y las ventajas productivas de estos
organismos.

2. 1,3-B-GLUCANOS EN MICROALGAS

En microalgas, la produccién comercial de 1,3-B-glucanos no
ha sido desarrollada en extenso. Estos polisacaridos son
sintetizados y acumulados como carbohidratos de reserva en
las divisiones Ochrophyta, Haptophyta y Euglenophyta,
reemplazando al almidén y compitiendo con los lipidos por los
mismos precursores provenientes de la fijacion de carbono (van
den Hoek et al. 1995). Los 1,3-B-glucanos en algas son
almacenados en vacuolas o como depo6sitos en el citosol.
Ademas, el hecho de no estar unidos por enlaces covalentes a
otros componentes estructurales de la célula, facilita la
purificacion de estos polisacéridos desde la biomasa. En el caso
de Euglena gracilis es posible obtener B-glucano con
aproximadamente un 98% de pureza (Skov et al. 2012). Un
factor importante a considerar es el alto valor nutricional de las
microalgas, lo que incluye un alto contenido de 4cidos grasos
esenciales, proteinas, antioxidantes, vitaminas, entre otros
nutrientes (Adarme-Vega et al. 2012). Este hecho permitiria
entregar la hiomasa completa como suplemento alimenticio o
bien co-extraer otros productos de interés comercial, mejorando
la rentabilidad de la produccion de estos polisacaridos. Los
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Figura 3. Estructurade 1,3;1,4-B-glucano lineal de enlaces mixtos de laavenay lacebada/ Structure of lineal mixed-linkage 1,3;1,4-

B-glucan from oat and barley
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tipos de B-glucanos que se pueden encontrar en estos
organismos varian seglin cada grupo o especie algal, siendo los
principales la crisolaminarinay el paramilén (Usov & Zelinsky
2013).

2.1. CRISOLAMINARINA

La crisolaminarina esta conformada por una cadena principal
de unidades de D-glucosas unidas por enlaces B-1,3 con
ramificaciones de residuos simples de glucosa unidas por
enlaces B-1,6 (Fig. 4). Este polisacarido es muy similar a la
laminarina presente en algas pardas (Ochrophyta,
Phaeophyceae), con la diferencia que la crisolaminarina carece
de manitol como residuo terminal en el extremo reductor (Painter
1983). Este polisacéarido se ha encontrado presente como
carbohidrato de reserva en microalgas de las divisiones
Haptophyta y Ochrophyta. Esta Gltima representada por las
clases Chrysophyceae (extenso grupo de especies de
fitoplancton y algas bentonicas) y la clase Bacillariophyceae
(también conocidas como diatomeas) (van den Hoek et al.
1995). Se cree que otras clases dentro de la division
Ochrophyta, como Dictyochophyceae, Raphidophyceae,
Xanthophyceae y Eustigmatophyceae, la cual incluye al género
Nannochloropsis, también almacenarian 1,3-B-glucanos
similares a la crisolaminarina como carbohidratos de reserva
(van den Hoek et al. 1995).

En el grupo de las diatomeas se han realizado la mayor
cantidad de estudios sobre el metabolismoy la estructura de
estos B-glucanos (Chiovitti et al. 2004, Myklestad & Granum
2009), encontrandose informacion sobre las variables que
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influyen en su acumulacion, degradacidn, enzimas asociadas a
su sintesis, localizacion dentro de la célula, entre otras. Estos
carbohidratos han sido localizados mediante el uso de tincion e
inmunolocalizacién en vacuolas de varias especies como
Pinnularia viridis, Phaeodactylum tricornutum y
Thalassiosira pseudonana (Waterkeyn & Bienfait 1987). Si
bien no existen estudios sobre la actividad inmunoestimulante
de la crisolaminarina, estudios en laminarinas han encontrado
que éstas poseen la capacidad de modular la funcién inmune
uniéndose a receptores especificos de macréfagos (Sletmoen
& Stokke 2008). Se han reportado prometedoras actividades
antibacterianas en cerdos (Lynch et al. 2010) e
inmunoestimulantes en ratas (Rice et al. 2005). Asu vez, se ha
visto que la despolimerizacion parcial de estos compuestos
puede generar oligosacaridos més activos (Miyanishi et al.
2003, Pang et al. 2005, Kim et al. 2006). Ademds, se ha
determinado que las laminarinas y sus derivados son capaces
de estimular las defensas contra patégenos en plantas
(Kobayashi et al. 1995, Ménard et al. 2004) y podrian inhibir
lainfeccion del VIH (Katsuraya et al. 1994).

2.2. PARAMILON

El paramil6n es un B-glucano fibrilar lineal (Fig. 4) formado
por cadenas de glucosa unidas por enlaces 3-1,3, utilizado
como carbohidrato de reserva en la divisén Euglenophyta
(Kreger & Meeuse 1952, Clarke & Stone 1960), la cual est4
formada por cerca de 40 géneros y unas 1000 especies de
organismos unicelulares en su mayoria de agua dulce. El
microorganismo productor de esta molécula més estudiado
corresponde a la especie Euglena gracilis, la cual produce el
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Figura4. Estructurade 1,3;1,6-B-glucano ramificado como laminarina o crisolaminarina / Structure of side branched 1,3;1,6--

glucan like laminarin or chrysolaminarin
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paramilén como un carbohidrato de reserva intracelular, que
se acumula en forma de depdsitos insolubles cristalinos. Siendo
identificado en un comienzo, como un polisacérido isomérico
del almidén (Gottlieb 1850), el paramilén ha atraido gran
interés debido a sus propiedades inmunoestimulantes e
inmunopotenciadoras (Kondo etal. 1992) y por su capacidad
de ser facilmente purificado desde grénulos insolubles,
acumulados en grandes cantidades dentro de las células (entre
un 40-90%) (Barsanti et al. 2001). Se ha reportado que esta
sustancia, al ser administrada en forma oral en distintos tipos
de organismos, tendria multiples efectos, como incremento de
la resistencia al estrés en Artemia sp., incremento de la
resistencia al parasito Ichthyophthirius multifiliis en trucha
arcoiris, supresion de la lesion atdpica de piel similara dermatitis
en ratones, ademas de otros efectos positivos, tanto en peces
como mamiferos (Skov et al. 2012).

2.3. OTROS TIPOS DE B-GLUCANOS PRESENTES EN ALGAS

En dinoflagelados (Dinophyceae), las células estan rodeadas
por una compleja cobertura de celulosa denominada tecay en
algunos casos tienen una delgada capa adicional que en especies
como Peridinium cinctum estaria formada por B-glucanos
lineales de enlaces B-1,3 y 1,4 (Nevo & Sharon 1969). Anélisis
de metilacion de los carbohidratos de reserva de 2 especies de
Chlorarachnion (Chlorarachniophyceae), revelaron la
presencia de un B-glucano lineal con enlaces $-1,3 de cadena
larga. Mediante inmunolocalizacidn se determind que este
polisacéarido era almacenado en vacuolas que encapsulaban el
pirenoides (McFadden et al. 1997). En algunas microalgas
Haptophyta, como en el caso de Isochrysis galbana y
Emiliania huxleyi, se han encontrado también otros tipos de
B-glucanos de reserva diferentes a la crisolaminarina,
conformados por una cadena principal de glucosas unidas por
enlaces B-1,6 con ramificaciones unidas a ésta por enlaces [3-
1,3 yque presentarian posibles efectos sobre el sistema inmune
(Sadovskaya et al. 2014).

2.4. GENERO NANNOCHLOROPSIS Y SUS ATRIBUTOS

El género Nannochloropsis, perteneciente a la clase
Eustigmatophyceae de la division Ochrophyta, comprendia 6
especies no flageladas de microorganismos fotosintéticos de
células ovoides de un tamafio de 2-4 um de didmetro, de las
cuales 5 correspondian a especies marinas (Guiry & Guiry
2016). Sin embargo, recientemente en el trabajo de Fawley
et al. (2015) se encontré6 que dos de estas especies
corresponderian a un nuevo género denominado
Microchloropsis, el cual incluye a las especies
Microchloropsis salina y Microchloropsis gaditana, junto
con encontrar una nueva especie dentro del género
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Nannochloropsis correspondiente a Nannochloropsis
australis. Al igual que en otras Ochrophyta, cada célula
presenta sélo un cloroplasto con 4 membranas, producto de
un segundo evento endosimbidtico. El reticulo endoplasmatico
se encuentra fusionado a lamembrana exterior del cloroplasto
formando el reticulo endoplasmatico asociado al cloroplasto,
que es continuo a lamembrana externa de la envoltura nuclear.
So6lo hay un tipo de clorofila presente en las especies de
Nannochloropsis y Microchloropsis, la clorofila a, y el
principal pigmento accesorio es la violaxantina (van den Hoek
et al. 1995).

Muchas especies de Nannochloropsis presentan un enorme
interés debido a su capacidad de acumular una gran cantidad
de lipidos como el triacilglicerol (TAG) (utilizado para la sintesis
de biocombustibles) y su exitoso cultivo a gran escala usando
luz natural, tanto en piscinas abiertas como en sistemas cerrados.
Esta produccion ha sido lograda por compafiias como Solix
Biofuels, Aurora Algae, Seambiotic, Hairong Electric Company/
Seambiotic y Proviron (Radakovits et al. 2012). Sin embargo,
la produccidn de biocombustibles a partir del cultivo de especies
de este género auin no resulta rentable, debido a los altos costos
de produccion en comparacion al combustible fosil (Chisti
2013). Por este motivo, la mayoria de los estudios se han
centrado en el metabolismo de lipidos y la optimizacion de su
produccion con el fin de solucionar esta problemética. Dentro
de los esfuerzos en investigacion realizados, se encuentra la
secuenciacion de los genomas de varias especies y el desarrollo
de técnicas de manipulacién genética (Radakovits et al. 2012,
Vieler et al. 2012).

Por otra parte, algunas especies de Nannochloropsis han
sido utilizadas como alimento de rotiferos y peces en acuicultura,
debido a su rapido crecimiento y alto contenido de acidos
grasos esenciales necesarios en la dieta de estos organismos
(Apt & Behrens 1999), como es el caso del 4cido
eicosapentanoico (EPA), cuyo contenido varia de un 24 a 28%
del contenido total de lipidos dependiendo de la especie y
condiciones de cultivo (Hu & Gao 2003, Patil et al. 2007, Van
Wagenen et al. 2012). A esto, se suma un alto contenido de
pigmentos y antioxidantes, como clorofila a, B-caroteno,
violaxantina y vaucheriaxantina (Macias-Sénchez et al. 2005),
todos compuestos de alto valor agregado en el mercado. Estas
especies son incapaces de sintetizar almidon (van den Hoek et
al. 1995). Los resultados de la secuenciacion de los genomas
indica que poseen grupos de genes involucrados en la sintesis
de 1,3-B-glucanos (Radakovits et al. 2012, Vieler et al. 2012,
Corteggiani-Carpinelli et al. 2014, Wang et al. 2014),
sugiriendo que el género Nannochloropsis (incluidas las
especies correspondientes al nuevo género Microchloropsis)
podria ser capaz de almacenar laminarina o crisolaminarina, al



igual como ocurre en otras Ochrophyta. En el trabajo de Vieler
etal. (2012), se realizaron preparaciones de residuos insolubles
en alcohol a partir de biomasa liofilizada de Nannochloropsis
oceanica CCMP1779, las cuales fueron digeridas mediante
dos tratamientos enzimaticos, EGII (enzima especifica para 3-
1,4-glucanos) o laminarinasa (especifica para -1,3-glucanos).
Se obtuvo que el tratamiento con EGII liber6 el 85% de la
glucosa contenida en los residuos insolubles enalcohol, mientras
que el tratamiento con laminarinasa un 20% (ver Fig. 5). Sin
embargo, en ese trabajo no se sefiala qué porcentaje de la
biomasa generada y utilizada para el ensayo corresponde a 1,3-
B-glucanos. En la investigacion de Jia et al. (2015), la cual
sera descrita en mayor detalle en parrafos posteriores, se sugiere
que estos polisacéridos podrian corresponder entreun 5a un
8% de la biomasa seca de Nannochloropsis oceanica IMET1.
Respaldando los resultados de las secuenciaciones de los
genomas Y los experimentos anteriormente mencionados, Amold
et al. (2014) describieron la presencia de crisolaminarina en
Nannochloropsis oculata y Diacronema lutheri a través de
analisis de NMR-C® (Carbon-13 Nuclear Magnetic
Resonance) en células vivas, validandoa nivel bioquimico la
presencia de este polimero en Nannochloropsis y en Pavlova
(Haptophyta). Esta crisolaminarina tendria estructura similar a
la encontrada en otras especies, sin embargo nuevos estudios
debieran validar su actividad inmunoestimulante y propiedades
benéficas en animales y humanos. La presencia de este polimero
sumaria valor agregadoal cultivo de Nannochloropsis con fines
comerciales.

3. VARIABLES DE CULTIVO QUE AFECTAN LA PRODUCCION
DE 1,3-B-GLucANOS

En microalgas, factores ambientales como el tipo de luz e
intensidad luminica, temperatura, disponibilidad de nutrientes,
pH y salinidad, han sido descritos como los més influyentes
sobre la composicidn de las células en los cultivos (Richmond
& Hu 2013). Se han realizado diversas investigaciones que se
refieren a la influencia de estos factores, con la finalidad de
mejorar la produccion de metabolitos de interés como
antioxidantes, carotenoides, pigmentos, lipidos, carbohidratos,
entre otros. En cuanto a la acumulacion de moléculas de reserva
como lipidos y carbohidratos, los factores descritos con mayor
influencia son la intensidad luminica y la disponibilidad de
nutrientes como nitrégeno y carbono, este Ultimo ya sea
inorganico u organico.

3.1. INTENSIDAD LUMINICA

El aumento de la intensidad luminica y la falta de nutrientes
como nitrégenoy fosfato, conllevaa unaumento en el contenido
celular de bioproductos fotosintéticos de reserva como lipidos

Biomasa liofilizada de
N. oceanica CCMP1779

l

Homogenizacién en
etanol 70% v/v

l

Incubaciéna 65 °C
por 1 hora

l

Lavados con etanol
70% v/v y metanol
cloroformo (1:1)

l

Resuspensién en
acetona y secado
overnight

I

Residuos insolubles
en alcohol (RIAs)

|
| l

Tratamiento con 1

laminarasa

l l

85% de la glucosa
total en RIAs
(Celulosa)

Tratamiento con EGII ‘

20% de la glucosa
total en RIAs
(1,3-B-glucano)

Figura 5. Esquema de la metodologia y resultados del ensayo de
digestion enzimatica realizado por Vieler et al. (2012) en residuos
insolubles en alcohol (RIAs) de Nannochloropsis oceanica CCMP1779
/ Methodology and results diagram of the enzimatic digestion assay
conduted by Vieler et al. (2012) on alcohol-insoluble residues (AIRs)
from Nannochloropsis oceanica CCMP1779

(TAG) y carbohidratos (almiddn y 1,3-B-glucanos), siendo este
un mecanismo adaptativo de sobrevivencia frente a condiciones
adversas (Harwood & Guschina 2009). Se ha descrito en varias
clases de microalgas que la intensidad luminica es proporcional
al contenido de lipidos totales, es decir, a mayor intensidad
luminica, mayor es el contenido de éstos. Sin embargo, el
contenido de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS), lo que
incluye EPA, es inversamente proporcional a la intensidad
luminica de los cultivos. Sukenik et al. (1987) demostraron
que las células de Nannochloropsis presentaban altos niveles
de EPA bajo condiciones de limitacién luminica, mientras que
en condiciones de alta intensidad luminica predominan las
especies de &cidos grasos 16:0y 16:1, los cuales estan presentes
principalmente como triacilglicerol formando cuerpos lipidicos
en el citosol (Hu et al. 2008). Se ha determinado que un
aumento de la intensidad luminica, aumenta el contenido de
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polisacéridos a nivel celular en varias especies (Richmond &
Hu 2013). En Chlorella vulgaris, por ejemplo, un aumento
de la intensidad luminica de 215 a 330 pumol m?s™ generd un
incremento en el contenido de almid6n desde un 8,5 a un 40%
(Brényikova et al. 2011). En diatomeas, la crisolaminarina
(1,3;1,6-B-glucano) es sintetizada durante el dia y degradada
durante la noche (Varum & Myklestad 1984, Granum et al.
2001). Bajo una alta intensidad luminica y ausencia de
nitrégeno en el medio, la crisolaminarina llega a formar cerca
del 85% del carbono orgéanico de la célula en Skeletonema
costatum (Granum et al. 2001). Resultados similares se
obtuvieron en Odontella obtusa, donde una intensidad luminica
de 300 umol m-2s? gtorga un contenido en crisolaminarina de
casi el doble en porcentaje de biomasa seca de este polisacérido
en comparacion a una intensidad luminica de 100 pmol m2s*
(Xiaetal. 2014). Apesar que cambios en la intensidad luminica
generan resultados significativos a nivel productivo, este factor
es casi imposible de controlar en cultivos a gran escala al aire
libre (Millan-Oropeza et al. 2015). Ademas, se han reportado
efectos de fotoinhibicion, principalmente del fotosistemall, en
sistemas de cultivo al aire libre debido a la excesiva intensidad
luminica proveniente a mediodia del sol, lo cual inhibe el
crecimientoy productividad de biomasa (Murata et al. 2007).

3.2. DISPONIBILIDAD DE NITROGENO EN EL MEDIO

Otro factor de importancia es la disponibilidad de nutrientes en
el medio, el cual es el factor més conveniente y documentado
con la finalidad de ser controlado. Uno de los nutrientes mas
influyente sobre la composicidn celular es el nitrdgeno y se ha
descrito que al agotarse éste en el medio de cultivo de varias
especies de microalgas, como Chaetoceros muelleri,
Lobosphaera incisa, Ettlia oleoabundans y Chlamydomonas
reinhardtii, se observan incrementos significativos en el
contenido de lipidos a nivel celular, especialmente triacilglicerol,
como también un aumento en el contenido de carbohidratos
totales (Dong et al. 2013). Algunas especies son capaces de
acumular entre un 40-63% de su peso seco en contenido de
lipidos totales en medios con bajas concentraciones de nitrégeno
(Iliman et al. 2000). En cuanto a carbohidratos de reserva, en
Chlorella vulgaris la ausencia de nitrégeno aumenta el
contenido de almidén hasta un 55% de su peso en biomasa
seca (Branyikové etal. 2011). En diatomeas ocurre algo similar,
donde la falta de nitrégeno conlleva a un aumento significativo
en la acumulacion de crisolaminarina, llegando a valores
cercanos al 70-80% del carbono orgénico total de las células
en especies como Skeletonema costatum y Chaetoceros
pseudocurvisetus (Varum & Myklestad 1984, Granum etal.
2001, Myklestad & Granum 2009). Contrariamente, cuando
el nitrdgeno es abundante, la crisolaminarina es degradada para
apoyar la sintesis proteica (Myklestad & Granum 2009).
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En el caso de Nannochloropsis, el nitrogeno es uno de los
factores més estudiados con el fin de optimizar el contenido
lipidico de las células, donde ha sido reportado que su
agotamiento provoca un aumento significativo en el contenido
de &cidos grasos saturados, como TAG (Dong et al. 2013),
llegando a niveles de entre un 60-70% de lipidos totales de su
biomasa seca. En cuanto a carbohidratos, se cuenta con escasos
estudios respecto de lo que ocurre a nivel celular. La mayoria
de las investigaciones solo han cuantificado el contenido de
carbohidratos totales en respuesta frente a algunas condiciones
de cultivo. En el trabajo de Jia et al. (2015), el contenido de
carbohidratos totales en Nannochloropsis oceanica aumento
deun5,8aun 17,9% de su biomasa seca durante los primeros
4 dias luego del agotamiento abrupto del nitrdgeno en el medio,
para posteriormente aumentar a un 19,1% al dia 14. En este
mismo trabajo, se evidencié que el contenido de 1,3-B-
glucanos, expresado como glucosa polimérica y sugerida como
laminarina por los autores, aument6 de un 1,63aun 7,87%al
dia 8, luego del estrés por ausencia de nitrégeno, para finalmente
decaer a un 6,28% al dia 14.

3.3. DISPONIBILIDAD DE CARBONO INORGANICO

Si bien la estrategia de limitacion de nitrdgeno logra aumentar
significativamente el contenido de lipidos y carbohidratos de
interés a nivel celular en las microalgas, ésta involucra también
unadisminucion de la division celular, lo que conlleva una baja
productividad de biomasa durante este proceso. A esto, se
suma que, uno de los principales problemas del cultivo de
microalgas con fines comerciales son las bajas concentraciones
de biomasa obtenidas fotoautotréficamente, debido
principalmente a un ineficiente uso de la energia luminica del sol
en los sistemas de cultivo actuales. Una de las estrategias
propuestas para compensar esta problematica es la de
suministrar carbono inorgéanico adicional, ya sea en la forma de
bicarbonato (NaHCO,) o dioxido de carbono gaseoso (CO,).
Se ha observado que la adicion de estos compuestos
carbonados no solo promueve la produccién de biomasa, sino
que también la de lipidos y carbohidratos, junto con mejorar la
asimilacion del nitrégeno (Chiu et al. 2009, Lin et al. 2012).
Asimismo, el crecimiento especifico de las microalgas puede
aumentar hasta tres veces al utilizar un suministrode CO, de 2-
5% en laaireacion (Chiu et al. 2009). En Nannochloropsis,
una concentracion de CO, de 2% en la aireacion de los cultivos
ha otorgado los mejores resultados en cuanto a productividad
de biomasa y lipidos, mientras que sobre un 5% se observa
una inhibicion del crecimiento (Chiu et al. 2009, Hanson et al.
2014, Yangiez et al. 2015). Hsueh et al. (2009) observaron
en N. oculata unaacumulacion de carbohidratos totales de un
29% de su biomasa seca, al suministrar CO, al 5% en la
aireacion, mientras que al utilizar un 8% de CO, se obtuvo un



37% de carbohidratos totales. Esto sugiere que el contenido
de carbohidratos, al igual que el de lipidos, se relaciona
proporcionalmente con el suministro de CO,. No existen
reportes en cuanto a la relacion del contenido de 1,3-3-glucanos
y el suministro de carbono inorganico en estas especies, aungue
el aumento de carbohidratos totales sugiere que podria deberse
en parte al aumento de estos polisacaridos de reserva a nivel
celular. Las emisiones de CO, son unas de las principales
causantes del efecto invernadero en el planeta. Este gas es
producido como desecho tanto en procesos industriales,
procesos de generacion de energia (como termoeléctricas),
fermentaciones de vino, cerveza, entre otros, y es liberado a la
atmosfera siendo parte de los factores que generan hoyen dia
el calentamiento global (Hofmannet al. 2006). Estas emisiones
podrian ser utilizadas para suministrar CO, a cultivos de
microalgas, como Nannochloropsis, con el fin de mejorar la
productividad de lipidos de interés o 1,3-B-glucanos,
disminuyendo asi la emision de éstas al medio ambiente,
conllevando a un beneficio ambiental.

3.4. MIXOTROFIA Y HETEROTROFIA

Otrade las soluciones propuestas para mejorar la productividad
de las microalgas, es el uso de condiciones de cultivo
mixotroficas o heterotréficas, adicionando fuentes de carbono
orgénicas al medio, donde el alga no solo se sustenta de la
fotosintesis para obtener su energia, sino que también de la
degradacion de moléculas organicas (Cerén-Garcia et al.
2005). El usode condiciones mixotréficas mejora la produccion
de biomasa, ademas de alterar la composicion bioquimica de
las células, aumentando la acumulacion de compuestos de interés
como lipidos y carbohidratos (Xu et al. 20044, b; Cerdn-Garcia
et al. 2005, 2013; Wan et al. 2011, Hanson et al. 2014).

Nannochloropsis es capaz de crecer de manera mixotrofica
en presencia de fuentes de carbono organicas como glucosa y
glicerol, mientras que la adicién de etanol y acetato no presentan
efectos positivos o incluso inhiben el crecimiento (Hu & Gao
2003, Xu et al. 2004 a, b; Wan et al. 2011). Se ha descrito
que el cultivo mixotrofico con glucosa, logra aumentar la
produccion de biomasa hasta en un 40%, como también el
contenido de lipidos y carbohidratos totales. Algunas de estas
fuentes de carbono orgénicas son subproductos industriales,
comoes el caso del glicerol, que llega a representar el 10% de
los productos generados en la transesterificacion de aceites
vegetales o grasas animales dentro de la produccion de
biocombustibles (da Silva et al. 2009). El exceso de produccion
de glicerol puede convertirse en un gran problema al no poder
ser liberado directamente al medio ambiente, requiriendo
procesos complejos de eliminacién y aumentando los costos
de produccion. Una solucion es acoplar a este proceso
productivo un cultivo de microalgas capaces de asimilar el

glicerol residual generado, incorporando esta molécula a su
metabolismoy convirtiéndola en biomasa u otras moléculas de
interés comercial, comotriacilglicerol o &cidos grasos omega 3
(da Silva et al. 2009). En Phaeodactylum tricornutum por
ejemplo, se aumentd 13 veces la productividad de EPA al
suministrar el medio de cultivo periédicamente con glicerol 0,1
My con urea 0,1 M, obteniendo una productividad de 43,13
mg L. En Nannochloropsis oculata, se observo en la
produccion de biomasa un aumento de 2,5 veces, al utilizar
una concentracion de glicerol de 3 g L al dia 9 de cultivo en
comparacion al control y, un aumento de 3,6 y 2 veces en la
productividad de biomasa y contenido de lipidos,
respectivamente, al utilizar una concentracién de 2 g L de
glicerol (Guptaetal. 2016). En general, los reportes del efecto
de la mixotrofia o heterotrofia sobre el contenido de
carbohidratos de reserva como el almidén o 1,3-B-glucanos
son escasos. En Euglena gracilis, se ha reportado un
incremento en laacumulacién de paramilén tantoen condiciones
de cultivo mixotréficas como heterotréficas (Briand & Calvayrac
1980, Kiss et al. 1986).

4. BIOLOGIA MOLECULAR DEL METABOLISMO DE 1,3-B-
GLUCANOS

La mayoria de los eventos moleculares que ocurren durante la
biosintesis de 1,3-B-glucanos en microalgas aiin no estan del
todo claros y estudios al respecto son escasos. El organismo
donde existe mayor conocimiento al respecto es la levadura de
cerveza (Saccharomyces cerevisiae) y la sintesis de callosa
en plantas (Brownfield et al. 2009). En microalgas los
organismos con mayor informacion al respecto son Euglena
gracilis yalgunas diatomeas (Bulone 2009).

La biosintesis de B-glucanos en general considera varias
etapas (Fig. 6). En levaduras, ésta comienza con lasintesis de
un iniciador de la polimerizacion o primer, el cual es una
pequefia cadena de glucosas unidas por enlaces p-1,3. El
primer es transferido a una B-glucano sintasa asociada a
membrana, la cual cataliza la transferencia de unidades
glucosidicas desde un azlcar donador activado a un aceptor
(Bulone 2009). Este azicar donador corresponderia a la UDP-
glucosa, la cual es formada a partir de la glucosa-1-fosfato
proveniente de la ruta de la glicélisis/gluconeogénesisy UTP
mediante la accion de la enzima UDP-glucosa pirofosforilasa
(Shematek et al. 1980, Shematek & Cabib 1980). Lo mismo
ha sido sugerido para Euglena gracilis y diatomeas
(Goldemberg & Marechal 1963, Marechal & Goldemberg
1964, Roessler 1987). El mecanismo de sintesis de los primers
no hasido identificado hasta el momento y mucho menos si
éstos son estrictamente necesarios en el proceso. Tampoco se
sabe como la polimerizacion es detenida. Sin embargo, se cree
que el mecanismo seria bastante similar a lo que ocurre con los
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biosintesis que permanecen sin ser aclarados; Glc: glucosa; UDP: Uridina difosfato; UTP: Uridina trifosfato; P: fosfato; Nt: N-terminal; Ct:
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C-terminal. Adapted from Bulone (2009)

a-1,4-glucanos, donde la sintesis de glicdgeno o almidén
requiere de un primer de glicoproteinay las ramificaciones se
realizarian mediante el reordenamiento de la cadena del
polisacarido a través de la accion de una transglicosilasa
(Stoddart 1984).

Se sugiere que la 1,3-B-glucano sintasa cuenta con al menos
dos subunidades: una subunidad catalitica ligada amembranay
unasubunidad regulatoria de unién a GTP (Szaniszloet al. 1985,
Kang & Cabib 1986, Mol et al. 1994). Estudios en
Saccharomyces cerevisiae definieron que esta enzima
corresponde a una proteina de 200 kDa y la determinacion de
la secuencia aminoacidica junto con el posterior clonamiento
permiti6 la identificacion de dos genes con una alta homologia
(88% de identidad; Nogami & Ohya 2009). Estos genes, FKS1
y FKS2 codifican para proteinas de 1876 y 1895 aminoacidos,
respectivamente, con 16 dominios transmembrana (Nogami &
Ohya 2009). La evidencia existente indica que estos genes
codificarian para la subunidad catalitica de la 1,3-B-glucano
sintasa, perteneciente a la familia glicosil transferasa 48 (GT48).
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En el caso de la proteina FKS1 constaria de una estructura de
4 dominios funcionales: una cola citosdlica N-terminal ~400
aminodcidos involucrada en la actividad 1,3-B-glucano sintasa,
una region de seis dominios transmembrana, formada por ~
300 aminoécidos requerida para la correcta localizacion de sitios
de crecimiento polarizados, una region catalitica putativa de
~600 aminoéacidos y un C-terminal de 10 dominios
transmembrana involucrada en la localizacion de la proteina a
la superficie celular de ~600 aminoécidos (Dijkgraaf et al.
2002). Estos resultados permitieron la identificacion posterior
en plantas de una familia de genes denominada como Glucan
Synthase-Like (GSL), también pertenecientes a la familia GT48,
posiblemente involucrados en la sintesis de callosa (Brownfield
et al. 2009). En cuanto a la subunidad regulatoria de unién a
GTP dela 1,3-B-glucanosintasa, la evidencia en levadura indica
que corresponde a una GTPasa tipo Rho, familia de pequefias
proteinas G (20 kDa), relacionadas con sefializacion y
codificadas por el gen RHO1 (Drgonova et al. 1996, Qadota
etal. 1996) la cual regularia la actividad de la 1,3-B-glucano
sintasa mediante diversos mecanismos. Con respecto a la ruta



de biosintesis de las uniones B-1,6, la enzima que cataliza la
sintesis de éstas no ha sido identificada (Nogami & Ohya 2009).
Se han encontrado los genes KRE6 y SKN1 los cuales codifican
para un par de proteinas homologas del aparato de Golgi muy
similares a la familia 16 glic6sido hidrolasas y cuya ausencia
genera la disminucion casi por completo de las ramificaciones
-1,6 en levadura. Sin embargo, la evidencia existente no es
concluyente (Montijn et al. 1999).

En microalgas, las mayores limitaciones en dilucidar los
mecanismos moleculares de biosintesis de 3-glucanos han sido
laausencia de los genomas secuenciados de estos organismos,
junto con la dificultad de la preparacidn de transformantes
estables y delecion de genes. Actualmente, se cuenta con la
publicacién de los genomas de los Oomycetes Phytophthora
sojae, Phytophthora ramorum y Phytophthora infestans
(Tyler et al. 2006), las diatomeas Thalassiosira pseudonana
(Armbrust et al. 2004) y Phaeodactylum tricornutum (Kroth
etal. 2008) sumado a la publicacion de los genomas de varias
especies de Nannochloropsis (Wang et al. 2014). Analisisen
dichos genomas han permitido la identificacion de varios genes
similares a los que codifican para las subunidades cataliticas
putativas de la 1,3-B-glucano sintasa de plantas (denominadas
como callosa sintasas), levaduras y hongos. Otros genes
importantes involucrados en las rutas metabdlicas de 1,3-B-
glucanos también han sido identificados. Tal es el caso de la
enzima UDP-glucosa pirofosforilasa, endo y exo-1,3-B-
glucanasas y algunos similares al gen KRE6 y SKN1
mencionados anteriormente en levadura como involucrados en
generar las ramificaciones 3-1,6 (Armbrust etal. 2004, Tyler
et al. 2006, Kroth et al. 2008, Wang et al. 2014).
Curiosamente, en el oomycete P. infestans uno de estos genes
similares a KREG6 se encuentra fusionado a uno de los genes
que codifican para una 1,3-B-glucano sintasa (Tyler et al. 2006).
Finalmente cabe sefialar, que la informacion sobre la regulacion
de todos estos genes involucrados en el metabolismo de 1,3-
B-glucanos es escasa. Los resultados de los transcriptomas en
condicion de estrés por ausencia de nitrégeno en el medio de
Microchloropsis gaditana, Nannochloropsis oceanica y
Nannochloropsis oculata revel6 que tanto el gen de la 1,3-p-
glucano sintasa y los de la UDP-glucosa pirofosforilasa son
sobre expresados bajo estas condiciones, lo que se coindice
con el aumento de 1,3-B-glucano a nivel celular observado
por Jia et al. (2015). También se reportd el aumento de los
genes involucrados en su degradacién, como endoy exo-1,3-
B-glucanasas, lo que sugiere que estos polisacaridos serian una
reserva de carbono temprana, siendo el TAG la reserva de
carbono a largo plazo preferida por estas especies. En el trabajo
de Jia etal. (2015) se presenta el andlisis mediante qRT-PCR
(“‘quantitative real-time reverse transcription-PCR’, por sus

siglas en inglés) de genes del metabolismo 1,3-B-glucano, en
el cual se report6 que el estrés por ausencia de nitrégeno
provocd un aumento en los niveles de transcrito de genes
putativos para las enzimas fosfoglucomutasa (de 0,05a 0,5
aproximadamente) y UDP-glucosa pirofosforilasa (de 0,035 a
0,6 aproximadamente) durante los primeros 3 dias. Por otra
parte, un leve aumento en los niveles de transcrito de 1,3-B-
glucano sintasa (de 0,4 a 1) se registr6 durante este mismo
periodo junto con un marcado aumento al dia 8 de tratamiento
(avalores de ~2,0). Otro gen, al cual los autores denominaron
3-1,3-glucosil transferasa, presentd un marcado aumento en
sus niveles de transcrito al dia 1 y 8 del tratamiento (de ~0,2 a
0,6). En este contexto, la disminucion de los niveles de expresion
de estos genes, respaldaria la hipétesis que los 1,3-B-glucanos
serfan una reserva de carbono temprana en la célula algal.

Discusion

Una de las principales metas que se propone a través del cultivo
de microalgas, es el poder lograr la produccién sustentable y
econdmicamente rentable de la biomasa. En una primera etapa,
se evalud la utilizacién de esta biomasa en la produccion de
biocombustibles capaces de remplazar los combustibles f6siles.
A lafecha, no se ha podido lograr la produccion agran escala
de combustibles a partir de microalgas, debido a los altos costos
de produccidn asociados al cultivo de estos organismos y al
bajo valor agregado de los combustibles generados, lo que ha
hecho imposible su rentabilidad econémica (Chisti 2013). Por
otro lado, la produccién de compuestos de alto valor agregado,
como los nutracéuticos, esta ganando cada vez mas terreno
con productos como la astaxantina, luteina, 4cidos grasos omega
3, entre otros, los cuales presentan una demanda creciente y
alto valor en el mercado (Bishop & Zubeck 2012).
Nannochloropsis es uno de los géneros que ha sido
considerado como candidato para la produccion de biodiesel
(Radakovits et al. 2012). En el trabajo de Jia et al. (2015), se
obtuvo que Nannochloropsis oceanica IMET1 acumula entre
un 5-8% de 1,3-B-glucano. Los autores plantean este tipo de
carbohidratos como un subproducto no deseado cuyo carbono
utilizado en su sintesis podria ser redireccionado mediante
ingenieria metabdlica con el fin de aumentar el contenido de
TAG para la sintesis de biodiesel. Sin embargo, estos
carbohidratos, debido a sus propiedades benéficas sobre la
salud humanay animal, podrian ser un valioso subproducto de
alto valor agregado, ayudando a solventar los altos costos
productivos en estas especies. Para esto, son requeridos nuevos
estudios enfocados en las condiciones que influyen en su
acumulacion junto con la caracterizacién molecular del
polisacéridoy la validacion de los efectos inmunomoduladores
u otras propiedades, asi como también, la determinacién del
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remanente de estas moléculas luego de realizados los procesos
de extraccidn de lipidos, tal como se hace con otros
componentes celulares de interés como proteinas.

Tanto diatomeas como Euglena gracilis cuentan con
abundantes estudios sobre 1,3-B-glucanos y sus propiedades
(Bulone 2009), pero su cultivo presenta mayores dificultades
que por gj. las especies de Nannochloropsis las que cuentan
con cultivoy produccion estables a gran escala (Radakovits et
al. 2012). Ademas, 6 de las 7 especies de Nannochloropsis y
Microchloropsis corresponden a microorganismos marinos
(Guiry & Guiry 2016), lo que permite la utilizacion de agua de
mar, recurso practicamente ilimitado, sin competir con la cada
vez mas escasa agua dulce, lo cual no es posible en el caso de
Euglena.

CONCLUSION

En base a los antecedentes recopilados, se puede afirmar que
el género Nannochloropsis (incluyendo las especies descritas
recientemente como Microchloropsis) presenta un gran
potencial para la produccién sustentable de nutracéuticos
como los 1,3-B-glucanos. No obstante, se requieren mayores
estudios con respecto a estas moléculas tales como
caracterizacion, métodos eficientes de extraccion y analisis
de las rutas metabdlicas involucradas en su produccion.
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