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Resumen

La demanda creciente de materias primas tradicionales como las harinas y los aceites de pescado han impulsado la bisqueda de
alternativas sostenibles ricas en nutrientes esenciales como los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (“LC-PUFAs” del
inglés). Los ingredientes producidos a partir de invertebrados acuaticos como los poliquetos han suscitado interés debido a su alto
contenido de LC-PUFASs, en parte explicado por procesos de produccién enddgena (biosintesis). El objetivo de este estudio ha sido
determinar la capacidad biosintética de LC-PUFAs en el poliqueto Namalycastis rhodochorde, una especie adaptada a agua dulce a
la que se le presupone una mayor capacidad de biosintesis de LC-PUFAs dado que ha de compensar la limitada disponibilidad de
estos nutrientes esenciales en su entorno. Los resultados muestran que N. rhodochorde posee tres enzimas elongasas (ElovI2/5, Elovl4
y Elovl1/7), dos desaturasas “front-end” (Fed1 y Fed2) y dos desaturasas “methyl-end” (A12 y ©3), cuyas actividades permiten a estos
poliquetos producir LC-PUFAs de manera autonoma. Estos hallazgos demuestran el gran potencial que los poliquetos de agua dulce
ofrecen para la produccion de nuevas fuentes ricas en LC-PUFAs para su uso en acuicultura, a partir de su cultivo intensivo en
condiciones que potencien las rutas de biosintesis.

Introduccién

El uso de ingredientes marinos (harinas y aceites de pescado) en piensos de acuicultura garantiza un éptimo
crecimiento y desarrollo de los peces cultivados al satisfacer sus requerimientos en nutrientes esenciales,
incluyendo los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (>Cz) (“LC-PUFAS” en inglés) como los
acidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) y araquidonico (ARA, 20:4n-
6). No obstante, la disponibilidad limitada y el alto coste de estos ingredientes han impulsado la busqueda
de alternativas mas sostenibles. Asi, los productos derivados de invertebrados acuéticos, como los
poliquetos, se postulan como ingredientes alternativos ricos en LC-PUFAS con gran potencial. Recientes
investigaciones centradas en especies de poliquetos marinos han demostrado que estos invertebrados
poseen un conjunto completo de enzimas que les permiten sintetizar LC-PUFAs de novo, entre las que
destacan las elongasas (Elovl), las desaturasas "front-end" (Fed) y las desaturasas "methyl-end "(w-des)
(Monroig et al., 2022). Esta capacidad metabdlica, unida a la gran diversidad bioldgica de los poliquetos,
permite explorar la hip6tesis basada en que las especies adaptadas a agua dulce tienen una mayor capacidad
de biosintesis de LC-PUFAs como mecanismo para compensar la limitada disponibilidad de estos
nutrientes esenciales a través de la dieta. El objetivo de esta investigacion es estudiar la biosintesis de LC-
PUFAs en el poliqueto nereido Namalycastis rhodochorde, una especie que se encuentra habitualmente en
agua dulce y muy apreciada como cebo. Para ello, se ha llevado a cabo la caracterizacion molecular y
funcional de las enzimas Elovl, Fed y w-des involucradas en las rutas biosintéticas de LC-PUFAs en N.
rhodochorde.

Material y métodos

Para la caracterizacién molecular, se realizaron blsquedas sisteméticas en bases de datos transcriptémicas
especificas de N. rhodochorde con el fin de identificar las secuencias completas de elongasas y desaturasas
homélogas a las previamente caracterizadas en otros poliquetos marinos. Se identificaron los motivos
conservados, asi como las relaciones filogenéticas de las enzimas codificadas con las de otros organismos.
La caracterizacidn funcional de las elongasas y desaturasas implicadas en la biosintesis de LC-PUFAs de
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N. rhodochorde se realiz6 en un sistema de expresion heteréloga basado en levaduras. Brevemente, las
regiones codificantes de los genes de elongasas y desaturasas se amplificaron mediante PCR usando cDNA
de N. rhodochorde como molde, y cebadores con sitios especificos de restriccion para su posterior
clonacion en el vector de expresion de levaduras pYES2. Las levaduras transgénicas transformadas con las
elongasas y desaturasas de N. rhodochorde se incubaron en presencia de una serie de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) suplementados exdgenamente, para determinar su capacidad de elongacion y
desaturacion, respectivamente. Tras 48 h, se recogian las muestras de levaduras para analizar
posteriormente los perfiles de acidos grasos mediante cromatografia de gases con deteccién por
espectrometria de masas (GC-MS). Las conversiones realizadas por los enzimas estudiados fueron
calculadas segln la férmula [area del producto/ (area del producto + area del sustrato)]x 100.

Resultados y discusion

N. rhodochorde tiene tres Elovl, dos Fed y dos w-des con funciones en las rutas de biosintesis de LC-
PUFAs. Las elongasas, identificadas como ElovI2/5, Elovl4 y ElovI1/7 a partir de su homologia con
enzimas Elovl de vertebrados (Monroig et al., 2022), tienen la capacidad de alargar sustratos PUFAs desde
Cis hasta Cx. Es de destacar que la Elovl4 de N. rhodochorde puede elongar sustratos de C,, para generar
productos de hasta 26 carbonos de longitud, caracteristica similar a la observada en Elovl4 de otros
invertebrados (Ribes Navarro et al., 2021). Ademas, N. rhodochorde posee dos desaturasas "front-end"
cuyos ensayos funcionales mostraron una actividad A5 desaturasa para Fedl y dual A6/A8 para Fed2.
Concretamente, Fed1 es una A5 desaturasa que permite la sintesis de ARA y EPA a partir de sus precursores
20:3n-6 y 20:4n-3, respectivamente. La actividad A6 desaturasa de Fed2 permite convertir el acido linoleico
(18:2n-6) y el 4cido a-linolénico (18:3n-3) en 18:3n-6 y 18:4n-3, respectivamente; ademas, la Fed2 mostro
tener actividad A8 sobre 20:2n-6 y 20:3n-3, convirtiéndolos en 20:3n-6 y 20:4n-3, respectivamente. Estos
resultados sugieren que N. rhodochorde tiene una limitada capacidad para la biosintesis de DHA debido,
entre otras consideraciones, a la ausencia de una Fed con actividad A4 desaturasa. La caracteristica
distintiva de las rutas de sintesis de LC-PUFAs en esta especie radica en la presencia de desaturasas o-des,
que incluyen una desaturasa A12 que permite la produccién del LA (sintesis de novo de PUFAS) y una
desaturasa ®3, con capacidad para convertir varios w6 LC-PUFAS en los correspondientes productos w3
LC-PUFAs. Estos hallazgos sugieren que N. rhodochorde posee las enzimas necesarias para producir de
novo LC-PUFAs de alto valor nutricional, como ARA y EPA. Esta capacidad plantea la posibilidad de
cultivar estos poliquetos utilizando sustratos nutricionalmente pobres para crear una nueva fuente
alternativa y sostenible de ingredientes ricos en LC-PUFAs.
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