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CARACTERIZACION FENOTIPICA DE CEPAS DE Dunaliella salina
PRODUCTORAS DE 3-CAROTENO [%___E LA PENINSULA DE BAJA CALIFORNIA,
MEXICO.

Resumen aprobado por: m

Dr. Jesus i ‘gua Michell

El principal objetivo de este trabajo fue aislar y determinar el potencial
carotenogénico de cepas de Dunaliella salina productoras de B3-caroteno, una
microlaga ubicua de ambientes hipersalinos de la Peninsula de Baja California,
Meéxico. La caracterizacion fenotipica se hizo con base a la tasa de crecimiento y a
la composicion de pigmentos de cultivos monoclonales.

La seleccion e identificacion de las cepas se realizd con base al potencial
carotenogénico de cepas aisladas de varios ambientes hipersalinos de la
Peninsula de Baja California, México, para lo cual se determino la proporcion de
R-caroteno y clorofila a. Posteriormente se hicieron cultivos monoclonales de la
cepa Dunaliella salina (BC02), aislada previamente de La Salina, Baja California y
comparados con los monoclonales de Dunaliella bardawil (UTEX).

Los resultados obtenidos permitieron establecer diferencias entre las cepas, no

asi entre los clones. Sin, embargo, con base a las caracteristicas de crecimiento y
produccién de carotenoides la cepa BCO2 obtuvo los valores mas altos.

Palabras clave: Dunaliella salina, 3-caroteno, caracterizacion fenotipica.



ABSTRACT of the Thesis of EDNA SANCHEZ CASTREJON, presented as partial
requirement to obtain the MASTER IN SCIENCES degree in MARINE ECOLOGY.
Ensenada, Baja California, México. January 1998.

PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF 3-CAROTENE PRODUCING
STRAINS OF Dunaliella salina FROM THE PENINSULE OF BAJA CALIFORNIA,
MEXICO.

The primary goal of the work presented in this study was to assess the
potential for selection of Dunaliella salina strains producers of R-carotene, an
ubiquitous microalgae from hypersaline environments. Phenotypic characterization
was undertaken based on the growth characteristics and pigment composition of
clonal cultures.

Selection and identification of strains was performed on initial carotenogenic
characterization based in the ratio carotenoids to chlorophyll a of isolates from
several hipersaline environments of the Peninsule of Baja California, Mexico.
Thereafter, clonal cultures were selected from Dunaliella salina strain (BC02),
previously isolated from La Salina, Baja California and compared to isolates from
Dunaliella bardawil (UTEX).

The obtained results assessed differences between strains but no among
clones. However, based on growth characteristics and production of carotenoids,
the strain BCOZ obtained the high values.

Keywords: Dunaliella salina, -carotene, phenotypic characterization.
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CARACTERIZACION FENOTIPICA DE CEPAS DE Dunaliella salina
PRODUCTORAS DE B-CAROTENO DE LA PENINSULA DE BAJA CALIFORNIA,
MEXICO

[. INTRODUCCION

La busgueda de nuevas fuentes de alimento y energia asi como la
aplicacion de técnicas avanzadas en biologia molecular, bioquimica e ingenieria
genética principalmente, dieron la pauta para el desarrollo dentro del campo de la
ficologia de la biotecnologia microaigal. En un sentido mas estricto, la
biotecnologia microalgal es la ciencia que aplica los conocimientos de la biologia
molecular, bioquimica e ingenieria genética a la maquinaria fotosintética y
organolelos microalgales para la produccion de alimentos, productos quimicos y
energia. Con el desarrollo de esta nueva disciplina se brindan perspectivas mas
amplias sobre Ja utilizaciéon y potencialidad de las microalgas, no soélo como
alimento vivo para organismos de importancia en la acuacultura, sino también,
como una fuente de biomoléculas de interés econdmico (Paniagua Michel, 1993).

A pesar de su potencial biotecnolégico las microalgas han sido pobremente
explotadas para fines econémicos. Las microalgas poseen ‘atributos anicos que
las hacen candidatos idoneos para su explotacion como son: 1) Adaptacion
fisiologica y plasticidad bioguimica, que les permite la bioconversion directa de la
energia solar en compuestos quimicos, 2) por ser organismos unicelulares, su

biomasa entera posee el producto de interés lo que facilita su extraccion, y 3)



ciclos de vida cortos lo cual facilita la seleccion y mejoramiento genético de las
especies (Paniagua Michel, 1993).

Si bien la produccion de microalgas como fuente de alimento para
organismos de importancia en la acuacultura es insustituible, el principal interés
de la biotecnologia microaigal hoy en dia es la produccién de metabolitos y
productos quimicos de alto valor agregado como son: carotenoides, ficobilinas,
acidos grasos polinsaturados, polisacaridos y productos farmacéuticos, entre
otros. Por otro lado, el desarrollo de esta ciencia se ve favorecido por los bajos
costos que implica la produccion de biomasa microalgal con fines biotecnolégicos
en comparaciéon con los que implica su produccion para la acuacultura
(Borowitzka, 1988).

Una de las especies de microalgas de gran interés biotecnolégico y que ha
sido objeto de numerosos estudios en los Ultimos afos es Dunaliella salina
(Dunal) Teodoresco (Chiorophyta, Dunaliellales). El género Dunaliefla incluye
organismos de color verde, estrictamente aerdbicos y con fotosintesis oxigénica.
En cuanto a sus caracteristicas morfolégicas los organismos de este grupo
presentan células vegetativas de forma elipsoide, esférica, ovoides, cilindrica o de
cuia asi como dos undulipodios de igual tamafo en posicion apical El tamaiio de
las células es de 4-10 um de ancho y 6-15 ym de largo (Javor, 1989). A diferencia
del resto de las clorofitas, este grupo carece de una pared celular rigida de
polisacaridos (Borowitzka y Borowitzka, 1988). La reproduccion asexual es por

division binaria o por esporas, mientras que la sexual es de tipo isogamética (Bold



y Wynne, 1985). Su distribucion dentro del ambiente marino incluye aguas
ocednicas, salobres e hipersalinas (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Javor, 1989).

Una caracteristica notable de D. salina es su tolerancia a un amplio
intervalo de salinidad que pueden fluctuar entre 4% y 35% (Borowitzka y
Borowitzka, 1988; Javor, 1989). Su éxito en ambientes de salinidad exfrema se
debe a su capacidad para mantener un equilibrio osmético con el medio exterior
mediante la produccion de glicerol via fotosintesis. Dado que el glicerol funciona
como un soluto osmoregulador, su concentracion intracelular esta en funcion de
las concentraciones de cloruro de sodio del medio (Ben-Amotz y Avron,
1981,1983a; Borowitzka y Borowitzka, 1988).

Otra aspecto particular de D. salina es su capacidad de producir y acumular
carotenoides, especialmente -caroteno, lo que ocasiona que la coloracion verde
caracteristica de las algas clorofitas, se torne anaranjada o rojiza. La acumulacién
de B-caroteno se encuentra estrechamente relacionada a factores que limitan el
crecimiento de esta especie, como pueden ser temperaturas altas,
concentraciones bajas de nutrientes (principalmente NO3, SO4 y POy), salinidades
altas, pH bajo, asi como su exposicion a altas intensidades luminicas por ciclo
celular (Loeblich, 1982; Ben-Amotz, 1987; Ben-Amotz y Avron, 1983a y b;
Borowitzka y Borowitzka, 1988, Borowitzka et al, 1984; 1989; Cifuentes et al.,
1992). En condiciones que promueven la carotenogénesis de D. salina también
llamada D. bardawil (Borowitzka y Borowitzka, 1989) se ha encontrado que cerca

del 14% de su peso seco es f3-caroteno (Ben-Amotz y Avron, 1983a; Borowitzka



et al, 1984), lo cual representa el 95% de los carotenoides presentes en esta
microalga.

El R-caroteno se acumula en forma de gotas pequerias o globulos lipoideos
en los espacios intertilacoidales del cloroplasto (Ben-Amotz et al., 1982), lo que
sugiere que mas que un pigmento accesorio actia como un filtro que protege a las
moléculas de clorofila y del ADN de [as altas intensidades luminicas a las que esta
expuesta esta especie en el medio natural (Loeblich, 1982; Ben-Amotz y Avron,
1983a). El mecanismo de fotoproteccion lo realiza este pigmento reduciendo la
cantidad de luz que incide sobre los tilacoides al absorber [a irradiacién excesiva,
principalmente en la region azul del espectro (Ben-Amotz ef al., 1989).

En condiciones de altas intensidades luminicas y alto contenido de NaCl la
composicion isomérica del R-caroteno acumulado por D. salina es de
aproximadamente 50% all-trans-R-caroteno y 40% 9-cis-R-caroteno (Ben-Amotz et
al., 1982, 1988). Ben-Amotz y Avron (1989) proponen que la acumulacién de -
caroteno asi como la proporcién de los isomeros all-frans-B-caroteno y 9-cis-R-
caroteno estan relacionados estrechamente a la intensidad luminica a la que
estan cultivadas las microalgas y es independiente del tipo de luz al que estan
expuestas, esto solo, dentro de la region fotosintéticamente activa del espectro
(PAR).

Los tres principales productos de D. salina considerados para su
comercializacion son: -caroteno, glicerol y proteina. Sin embargo, hoy en dia, el

de mayor valor econdémico e industrial es el 3-caroteno. La utilizacién del B-



caroteno es amplia y variada: colorante de productos alimenticios, fuente de
provitamina A, aditivo en cosméticos, complejos vitaminicos y como tratamiento
en algunas enfermedades hereditarias asociadas al higado en humanos. Si bien |
el valor en el mercado de R-caroteno obtenido de fuentes naturales es superior
que el sintético, su importancia como suplemento nutricional justifica su alto costo.
Recientemente el interés se ha centrado en la medicina preventiva, ya que se han
encontrado que una dieta rica en R-caroteno proveniente de fuentes naturales
reduce la incidencia de algunos tipos de canceres (Ben-Amotz y Avron, 1990). Por
ofro lado, experimentos realizados con ganado muestran un aumento en la
fertilidad, atribuible a suplementos de 3-caroteno (Borowitzka y Borowitzka, 1989).

Tomando en cuenta que D. salina acumula la mayor cantidad de RB-
caroteno que ninguna otra fuente vegetal (Aasen ef al., 1969: Ben-Amotz y Avron,
1980) y que las condiciones extremas de temperatura y salinidad que favorecen
fa acumulacion de este metabolito facilitan el desarrollo de cultivos
monoespecificos, esta microalga constituye un organismo idéneo para su
explotacion biotecnoldgica (Borowitzka et al., 1984; Moulton et al., 1984).

En paises como Australia, Israel y Estados Unidos existen companias que
producen a escala comercial B-caroteno a partir de D. salina, mientras que en
China y Chile se ha desarrollado proyectos piloto para su explotacion, sin

embargo hasta 1987-1988 la demanda de este pigmento excedié a su produccion

(Borowitzka y Borowitzka, 1989).



Dado el caracter ubicuo de D. salina en ambientes con salinidad extrema
(Javor, 1989), es de esperarse que esta alga se distribuya a lo largo de las costas
de la Peninsula de Baja California, donde [as condiciones climaticas permiten la
ocurrencia de cuerpos de agua hipersalinos. Aun cuando existen por lo menos 14
habitats hipersalinos con un area mayor a 30 hectareas en ambas costas de la
peninsula (Del Castillo, 1988), los estudios orientados hacia la utilizaciéon con fines
biotecnologicos de organismos de estos ambientes son escasos. En el caso
particular de D. salina, los trabajos sobre esta zona geografica sélo son puntuales
y aislados

Del Castillo (1988) estudié la hidrologia de un cuerpo de agua hipersalino
en la costa occidental de la peninsula conocido como la Salina, localizado a 35 km
al Norte de la ciudad de Ensenada, B.C. En su estudio taxondmico encontro
formas semejantes a Dunaliella mismas que formaba una fraccion importante del
plancton. Su identificacion mediante criterios morfologicos fue dificil e incierta
dada las caracteristicas de la metodologia empleada. Posteriormente, Gutiérrez-
Millan y Paniagua-Michel (1994, 1995) aislaron y caracterizaron bioquimicamente
cepas de microalgas con potencial carotenogénico de la misma zona de estudio,
confirmando la presencia de D. salina en este cuerpo de agua.

Loeblich en 1982 aislé esta especie de la salina Punta Colorada B.C.S.
demostrando, de manera conjunta, la relacion directa entre salinidad, intensidad

luminica y la concentracion de 3-caroteno en esta cepa. Actualmente esta cepa se



encuentra en la coleccion de la Universidad de Texas, E.U.A. con la clasificacion
UTEX 1644 (Starr y Zeikus, 1987).

Observaciones preliminares sugieren la presencia de D. salina en otros
cuerpos de agua hipersalinos de la peninsula tanto en la costa del Pacifico como
en la region del Golfo de California (Paniagua Michel, com. pers.). Sin embargo,
un estudio mas detallado y profundo confirmaria la presencia de esta microalga en
estos ambientes, para analizar su potencialidad como fuente natural de RB-
caroteno.

Uno de los principales aspectos a considerar para la seleccién de una cepa
de microalgas de importancia biotecnologica es la gran variabilidad intraespecifica
que presentan sus poblaciones (Gallagher, 1986). Los organismos de una
especie, aislados de una misma area geografica pueden presentar diferencias
fisiologicas notables que se reflejan directamente en tasas diferenciales de
crecimiento e incorporacién de nutrientes, produccion de clorofila, pigmentos y
acidos grasos, entre otras moléculas (Gallagher, 1982, Romeo y Fisher, 1982;
Gallagher et al., 1984; Wood et al., 1987; Shaw et al., 1989. Lépez-Alonso ef al.,
1994). Esfa variabilidad es el reflejo de la accion conjunta de factores ambientales
a los que se encuentran sometidos los organismos y a la variabilidad intrinseca de
sus genotipos.

Con el propésito de elucidar la variabilidad encontrada entre poblaciones de
la misma especie, el primer aspecto que se debe considerar es determinar que

porcion de esa variabilidad es debida a presiones ambientales y cudl a sus



atributos genéticos. Brand (1981) establece que el efecto de la variabilidad
fenotipica se reduce los organismos crecen bajo las mismas condiciones
ambientales. Para lo cual el autor menciona los siguientes requisitos: 1) Los
organismos deben estar completamente aclimatados a las condiciones del
experimento, 2) Una vez aclimatado a las condiciones constantes de laboratorio,
el genotipo debe mantenerse estable. 3) Contar con las réplicas necesarias que
aseguren la utilizacion de un estadistico apropiado, y 4) Considerar la posibilidad
de procesos estocasticos. De esta manera el autor asume que las diferencia
enconfradas entre los organismos soélo tienen un origen genético.

Es evidente [a importancia que tiene la variabilidad intraespecifica en [a
seleccion de una cepa de interés biotecnolégico, sin embargo, otro aspecto a
considerar son las diferencias que existen entre cepas de distinto origen
geogréfico; En este sentido, si se quiere desarrollar un cultivo de D. salina en
nuestro pais se deben evaluar aquellas cepas autoctonas superproductoras de R-
caroteno que ya estén adaptas a las condiciones ambientales de la region.

De acuerdo a todo lo anteriormente expuesto, uno de los proyectos que
actualmente se lleva a cabo por el grupo de Biotecnologia Marina del CICESE, y
dentro del cual se encuentra este trabajo de tesis, es la de buscar cepas
autoctonas de D. salina con potencial biotecnolégico para posteriores estudios de

manipulacion molecular y optimizacién del proceso carotenogénico.



[.1. OBJETIVOS
Objetivo general
Aislar y caracterizar el potencial carotenogénico de cepas regionales de

Dunaliella salina, asi como evaluar su variabilidad en funcion de su tasa de

crecimiento, contenido de carotenoides totales y proteina total.

Objetivos especificos

a) Aislar cepas de D. salina de ambientes hipersalinos de la region.

b) Mediante un analisis de cromatografia liquida de alta resolucion evaluar el perfil
y la concentracion de clorofila a, a-caroteno, R-caroteno y posibles formas
isoméricas de las cepas aisladas en comparacién con la cepa superproductora

de B-caroteno

c) Caracterizar el potencial de las cepas aisladas a nivel monoclonal en funcién de

su tasa de crecimiento especifica por dia, concentracion de carotenoides

totales y proteinas totales.
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Il. MATERIALES Y METODOS
l1.1. Localizacion de las areas de colecta

Dado que D.' salina se distribuye principalmente en ambientes hipersalinos,
los sitios de colecta se eligieron tomando en cuenta su régimen de desecacion ya
que esto propiciaria un incremento gradual de la salinidad en los cuerpos de agua,
e incluso la creacion de formas minerales de sal (halita).

Los sitios elegidos con estas caracteristicas fueron: La Ventana y San
Felipe en el eétado de Baja California, y Laguna San lgnacio y Punta Colorada en

Baja California Sur (Figura 1).

11.2. Muestreo

En cada zona se colectaron muestras de agua y sedimento, la cuales
fueron almacenadas en tubos de plastico para su traslado al laboratorio de
Biotecnologia del C.I.C.E.S.E. Se hicieron mediciones de temperatura con un
termometro de mercurio (+1°C) y de salinidad con un refractémetro Reicher-Jung

10419 con escala de 0-100 %o (£0.5).

I1.3. Aislamiento e identificacion de Dunaliella safina

Una vez en el laboratorio, se hizo un revision preliminar al microscopio
compuesto de cada una de las muestras para evidenciar la presencia 0 ausencia
de organismos del género Dunaliella. Las caracteristicas que se consideraron

para la identificacion preliminar de organismos de este género fueron: la presencia
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Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo. Los sitios de muestreo se
indican con las flechas.
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de dos undulipodios apicales de igual tamario, forma y tamario del cloroplasto asi
como la ausencia de pared celular. De las muestras que presentaron organismos
con estas caracteristicas se tomaron alicuotas de aproximadamente 1 ml para

sembrarlas en tubos de ensayo los cuales contenian 5 ml de medio de cultivo

L]

enriquecido.

El medio de cultivo empleado fue el desarrollado por Gutiérrez-Millan
(1996) a partir de la composicion original propuesta por Ben-Amotz (1975) y Ben-
Amotz y Avron (1983b) para este género utilizando agua destilada (Tabla 1). La
concentracion de NaCl se determind en funcion de la salinidad encontrada al
momento de la colecta. El pH del medio se ajusté a 7.5 previamente a su
esterilizacion en el autoclave. El tiempo de esterilizacion fue de 20 minutos a una
temperatura de 121° C y a una presion de 1.05 kg-cm™.

Los tubos con las muestras se colocaron en gradillas en un anaquel
adaptado con un sistema de iluminacion compuesto por seis lamparas
fluorescentes, tres en la parte de enfrente y tres en la de arriba. Las [Amparas de
8 pies de largo fueron de luz fria (cool light) de 40 watts. Las mediciones de la
irradiancia se realizaron con un irradiémetro marca Li-Cor modelo Li-188b
encontrandose un valor promedio de 130 pE m™s”. El fotoperiodo se fijo en 12
horas luz / 12 horas oscuridad con el fin de inducir a la sincronia celular.

Una vez que se observé crecimiento en cada uno de los tubos se procedi6

con el aislamiento e identificacion de la especie.
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Tabla I. Medio de cultivo utilizado de acuerdo a Ben-Amotz (1975) y Ben-Amotz y
Avron (1983b) y modificado por Gutiérrez-Millan (1996).

Agua destilada  Agua de mar

Reactivo Concentracion

KNO; 5 mM 5.009 mM *
NaCl 10% 10% *
MgSO, e7H,0 5 mM 5 mM
KH2PO4 0.2 mM 0.201 mM
FeCls 1.5 uM 1.5 uM
FeNa-EDTA 30 pM 30 uM
H3BO; 7 uM 7 uM
MnCl; e 4H,0 0.8 M 0.8 uM
ZnCl; 0.8 uM 0.8 pM
CoCl; 0.02puM 0.02uM
CuCl, 0.2 uM 0.2 uM
CaCiye 2 H,O 0.3 uM 0.3 UM

* Concentracion empleada en los medios control. La concentraciéon de los medios inductores se
indica en materiales y métodos.

11.3.1. Aislamiento

Las muestras obtenidas en el paso anterior se sometieron a un aumento
gradual de salinidad. Tomando en cuenta lo recomendado por Borowitzka y
Borowitzka (1988) sobre los intervalos de tolerancia a la salinidad de cuatro

especies de Dunaliella. D. salina es la Unica especie que puede soportar una
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concentracion de 35% de NaCl (p/v) la cual corresponde a su punto de saturacion.
De acuerdo a lo anterior l[as muestras fueron transferidas a matraces Erlenmeyer
de 50 ml y sometidas a un aumento gradual de salinidad mediante la adiciéon de
NaCl a intervalos regulares de tiempo, deteniendo el proceso al momento de
observar la precipitacion de la sal en el medio de cultivo. El analisis de las
muestras al microscopio de contraste de fases evidencié la presencia de bacterias
y la ausencia de protozoarios.

Las muestras obtenidas en el paso anterior fueron sometidas a un
gradiente de salinidad inverso (disminucion de la concentracion de NaCl) hasta
alcanzar una salinidad del 10%, con el propésito de incrementar su biomasa y
continuar con su analisis.

Las bacterias presentes en la muestra fueron eliminadas mediante un
tratamiento con los antibiéticos penicilina y estreptomicina siguiendo la
metodologia propuesta por Guillard (1973b) para estos fines.

Finalmente, una parte de las microalgas aisladas fueron sembradas en
medio soélido con agar enriquecido al 1.5% e incubadas en una camara ambiental
con luz continua a una temperatura de 21° C. La otra porcion de la muestra fue
escalada en medio liquido para su posterior analisis bioquimico.

Las cepas aisladas de cada sitio de colecta fueron identificadas de acuerdo

a un acronimo.
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11.3.2. ldentificacion de la especie

Uno de los principales criterios bioquimicos empleados para la
identificacion de D. salina es la proporcion de B-caroteno y clorofila a,
considerandose que una proporcion igual o mayor a 6:1 (B-caroteno:Clorofila a)
definen a esta especie (Loeblich, 1982).

Para fines de comparacion del analisis se utilizé a la cepa superproductora
Dunaliella bardawil (Db) del banco internacional UTEX (University of Texas Culture
Collection) asi como la BC02 aislada por Gutiérrez-Millan (1995). La cepa Db es
conocida por su alta capacidad carotenogénica (Ben Amotz ef al, 1982), sin
embargo, de acuerdo a lo encontrado por Gutiérrez-Millan (1995) la cepa BC02 es

capaz de acumular una concentracion mayor de B-caroteno que la Db.

11.3.2.1. Condiciones de cultivo

Para identificar y caracterizar la cepas aisladas en base a su proporcion de
B-caroteno:Cl a, se disefid un experimento que promoviera la sintesis y
acumulacion de los carotenoides. El experimento consistio de dos tratamientos
(control e inductor) con tres réplicas cada uno para cada cepa aislada. El
tratamiento control consistid en mantener a la cepa en un medio de cultivo
enriquecido con una concentracion 5.009 mM de nitratos y 10% de NaCl.
Tomando en cuenta que tanto la deficiencia de nitratos como una concentracion
alta de NaCl son algunos de los factores que inducen la carotenogéneéis, ei

tratamiento inductor consisti® en un medio de cuitivo con deficiencia de nitratos
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(0.3092 mM) y una concentracion alta de NaCl (30%). Las unidades
experimentales fueron matraces de 250 ml, con un volumen funcional de 50 ml. La
iluminacion fue constante durante las 24 horas. La medicion de la irradiancia se
realizé con un irradidmetro marca Biospherical Instruments Inc modelo QLS-100
con un valor promedio de 382 pEs'm®. La temperatura promedio durante el
experimento fue de 32 £ 0.5°C.

Los medios de cultivo preparados a partir de este experimento se hicieron
empleando agua de mar proporcionada por el laboratorio de microalgas del
Instituto de Investigaciones Oceanologicas (U.A.B.C.). El tratamiento aplicado al
agua en este laboratorio fue: 1) filtracion, para lo cual emplearon filtros de arena y
cartuchos de polivinilo con un tamafio de retencion de particulas de 1 pm y 2)
esterilizacién con luz ultravioleta. Adicionalmente a este tratamiento, el agua fue
esterilizada nuevamente con una autoclave durante 15 minutos a una
temperatura de 121° C y a una presion de 1.05 kg cm™.

Considerando que la concentracion de nitrato es uno de los factores que se
emplearon para inducir la carotenogenesis en D. salina y que el agua de mar
contiene disuelto este nutriente, la concentracion final de nitratos en los medios de
cultivo fue diferente a la empleada en el proceso de aislamiento (Tabla 1). Para
conocer la concentracion final de nitratos en los medios de cultivo, se determiné
la concentracion de este nutriente en el agua de mar utilizada, asi como la de
nitritos, fosfatos y silicatos (Tabla Il). El analisis de estas muestras se realizé en el

laboratorio de Lagunas Costeras del C.I.C.E.S.E. mediante un autoanalizador de
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flujo continuo Technicon, empleando la metodologia propuesta por Friedrich y

Whitledge (1972).

Tabla ll. Concentracién promedio de nitritos (NO2 ), nitratos (NOy), fosfatos (PO, )
y silicatos (SiO3) del agua de mar empleada para fa elaboracion de los
medios de cultivos. Cada valor corresponde al promedio de cuatro
muestras * la desviacion estandar.

Nutriente Concentracion
(LM)
Nitratos 9.272 £1.731
Nitritos 0.257 £ .041
Fosfatos 43.54 £ 0.176
Silicatos 43.54 1 5.547

El tiempo de experimentacion fue de 20 dias, periodo determinado en
funcibn de la coloracidn que presentaron los matraces mediante un
reconocimiento visual y al analisis espectofotomeétrico respectivo. De manera
paralela se hizo un registro fotografico (en un microscopio éptico) de las células

cultivadas en las dos condiciones (control e inductor).

11.3.2.2. Densidad celular, peso seco total y peso seco organico.

La densidad celular del cultivo al inicio y final del experimento, se estim6
por medio del método de densidad optica (Paniagua-Michell et al., 1989). Este

método establece una relacion lineal entre el nimero de células y su densidad



16

optica, mediante una curva de calibracion. Para cada cepa se construy6 una curva
de calibracion la cual incluyé cinco puﬁtos o diluciones (Figura 2 a, b y c). La
densidad celular para cada punto de la curva de calibracion se determind por
conteos directos con un hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad de acuerdo a
lo propuesto por Paniagua-Michell et al. (1989). La longitud de onda empleada
para su lectura en el espectofotometro fue 678 nm, la cual corresponde al pico
maximo de absorcion de la clorofila a in vivo (Sorokin, 1973).

De manera paralela a la estimacion de densidad se determiné el peso seco
total y organico de las muestras para el Ultimo dia de cultivo de acuerdo a ia
metodologia propuesta por Sorokin (1973). Se emplearon filtros de fibra de vidrio
GF/C con un tamafio de poro de 1.2 ym, los cuales fueron lavados con agua
destilada y prequemados a una temperatura de 490° C en una mufla Blue M
modelo 51828 durante dos horas. De cada matraz experimental se filtraron 10 ml
de cultivo por duplicado. Los filtros con las muestras fueron lavados con formiato
de amonio para eliminar las sales disueltas en el medio de cultivo que pudieran
dar como resultado una sobreestimacion del peso seco. La presion de filtrado se
mantuvo menor a 10 cm Hg, lo cual evita el rompimiento de las células y por lo
tanto la pérdida de su contenido (Dortch ef al., 1984). Los filtros se mantuvieron
en una estufa Blue-M modelo OV-560A-2 a una temperatura constante de 70°C
(durante 10 horas), posterior a este tiempo se llevé un registro de su peso seco
cada 2 horas hasta que el peso se mantuvo constante. Se empleé una balanza

analitica Mettler modelo AE 240 con una precision de 0.01 mg. Posteriormente
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diferentes cepas de Dunaliella salina. a) Cepa Db, b) cepa BC02 y c) cepa

BCO6.
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los filtros se quemaron en la mufla a 490° C durante ocho horas y se determiné el
peso de la cenizas. Por diferencia entre el peso seco total y las cenizas se calculé

el peso seco organico.

1.3.2.3. Andlisis de pigmentos

La concentracion e identificacion de los pigmentos (clorofila a, a-caroteno y
all-trans-p-caroteno) se determind al inicio y final del experimento mediante una
analisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en el laboratorio de
Quimica Analitica del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (UABC). De cada
unidad experimental se filtraron 10 ml de cultivo en filtros de fibra de vidro GF/C
con tamarno de poro de 1.2 pm. Los filtros se almacenaron a -20° C hasta el
momento de su analisis. Las condiciones de filtracion fueron las mencionadas
anteriormente. La extraccion de los pigmentos se realizaron con metanol al 100%.

El analisis de las muestra se realizé en un HPLC Hewlett Packard modelo
1090 equipado con un inyector automatico termoregulado para las columnas, un
sistema ternario para solventes y un detector de arreglo de diodos (DAD 190-600
nm). Se empled una columna Phenomenex Hypersil-C-18 de fase inversa con un
tamario de particula de 5 pm. La elucion fue isocratica con metanol:acetonitrilo
(9:1 viv) y con una velocidad de flujo de § ul-min™. Para la cuantificacién de los

pigmentos se emplearon estandares de referencia marca Sigma los cuales fueron

disueltos en metanol al 100%.
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De manera conjunta se realiz6 un registro continuo de la absorciéon (350-
700 nm) de los extractos metandlicos de las muestras correspondientes al dia

ultimo de experimentacion tanto de la condicion control como inductora.

11.3.2.4. Tamano celular

Se estimo el tamafo promedio de las células de las cepas cultivadas en un
medio rico en nutrientes y 10% NaCl y expuestas a luz continua (96 pEs'm?). Se

midid el largo y ancho de 30 células con un micrémetro ocular calibrado al objetivo

de 100x.

I1.4. Eleccion de lineas monoclonales productoras de B-caroteno
Tomando en cuenta el resultado obtenido del experimento anterior
(concenfracion de R3-caroteno) solo se eligieron dos cepas (Db y BCO2) para la

eleccion de lineas monoclonales de acuerdo a su capacidad carotenogénica.

11.4.1. Aislamiento de monoclonales de Dunaliella salina
Para la elaboracion de los cultivos monoclonales, es decir, cultivos

generados a partir de una célula, se utilizaron tanto técnicas para medio liquido

como sélido o placa en agar en condiciones estériles.

a) Medio liquido
Para llevar a cabo el aislamiento de una sola célula y que esta creciera en

medio liquido se siguid la técnica del capilar y de la pipeta capilar modificada
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(Hoshaw y Rosowski, 1973). Para lo cual las puntas de pipetas Pasteur fueron
alargadas con calor hasta obtener un diametro del filamento lo suficientemente
angosto y similar al de un capilar, para fines de separacion de células. Las células
separadas se vaciaron en tubos de ensayo pequefios preparados a partir de
pipetas Pasteur selladas por unos de sus extremos.

El primer paso del aislamiento consistio en tener un volumen de cultivo con
una densidad celular lo suficientemente baja que facilitara su manejo, para lo cual
se hicieron varias diluciones hasta obtener la densidad celular adecuada. El
aislamiento de la célula consistiéo en tomar un pequefio volumen de .cultivo con la
pipeta revisandolo cuidadosamente al microscopio invertido. Una vez que se tuvo
la seguridad de que en ese pequefio volumen solo habia una celula, se trozo la
punta de la pipeta y se vacio en el tubo de ensayo el cual contenia
aproximadamente 0.5 ml de medio de cultivo. En el caso de que al revisar la
pipeta al microscopio invertido se tuviera mas de una célula o que la célula aislada
no presentara movilidad, se desechaba el contenido de la pipeta y se iniciaba
nuevamente el procedimiento.

Los tubos de ensayo se taparon con algodon, se colocaron en una gradilia
y se mantuvieron a temperatura ambiente. El tiempo de exposicion a la
luz/oscuridad fue de 12 horas. El tiempo aproximado en que se observoé un

crecimiento evidente, es decir, en que los tubos mostraron una coloracion verde

fue de 30 dias.
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b) Medio sélido:

Para esta técnica se siguio el principio utilizado en bacteriologia como el de
las unidades formadoras de colonias. Para lograr lo anterior, se hicieron diluciones
del medio de cultivo original hasta obtener una densidad celular aproximada de 30
células por cada 40 pl de cultivo. Una vez obtenida esa dilucion, se extendid
cuidadosamente con un triangulo de vidrio estéril 40 pl de cultivo en cada una de
las cuatro secciones de la placa de agar. Las cajas de Petri se incubaron en una
camara ambiental bajo condiciones de luz continua y a una temperatura constante
de 21° C. El tiempo aproximado en que se observo la aparicion de pequefios
puntos o colonias, originados a partir de una sola célula fue de 30 dias.

La utilizacion de ambas técnicas did resultados favorables, es decir hubo
crecimiento evidente de los clones; sin embargo, para nuesfro estudio nos
inclinamos por la técnica del medio liquido, ya que ademas de ser practica,
tenemos la seguridad de que cada uno de los clones se origind a partir de una
sola célula, dada la revision exhaustiva que se realizo con el microscopio invertido.

De los cultivos monoclonales obtenidos de cada cepa, se eligieron tres de
cada una (aleatoriamente) y fueron escalados en medio liquido en matraces

Erlenmeyer de 50, 250, 500, asi como en matraces Fernbach de 2.8 | para su

posterior analisis.

I1.4.2. Condiciones experimentales

El disefio experimental empleado para cada monoclonal consistidé de dos

tratamientos (control e inductor) con dos réplicas cada uno. El tratamiento control
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consistié en un medio de cultivo enriquecido con una concentracion 5.009 mM de
nitratos y 10% de NaCl, mientras que en el inductor el medio presenté deficiencia
de nitratos (0.3092 mM) y una concentracion alta de NaCl (25%). Las unidades
experimentales fueron matraces Fernbach de 2.8 I, con un volumen funcional de
980 ml.

El cultivo de cada monoclonal (aprox. 1 [) fue centrifugado a 1221 x g
durante 20 minutos. El concentrado de células fue lavado con medio de cuitivo
estéril libre de nitratos. Se determiné la densidad celular del concentrado por
medio del método de densidad 6ptica. Cada unidad experimental se inoculd con
la misma densidad celular. La temperatura promedio durante el experimento fue
de 29 % 4°C. El fotoperiodo de 12 horas luz / 12 horas oscuridad con una
irradiancia promedio de 130 pEs'm?. En cada unidad experimental se evalud el

crecimiento (tasa de crecimiento especifica), pigmentos (clorofila a y b,

carotenoides totales) y proteinas totales.

11.4.3. Crecimiento

Se llevo a cabo un registro continuo de la densidad celular de los matraces
experimentales a intervalos de dos dias durante los primeros 20 dias y

posteriormente para el dia 25 y 35 de cultivo. Se calculd la tasa de crecimiento

especifica (p) mediante [a ecuacion propuesta por Guillard (1973 b).

In (N1 fNo)
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donde:
M = Tasa de crecimiento especifica por dia
N1 = Namero de células al tiempo t4
No = Numero de células al tiempo ty

t; - to = Intervalo de tiempo entre observaciones

11.4.4. Analisis de pigmentos

De cada matraz experimental se obtuvieron por duplicado 10 m! de cultivo a
intervalos de 5 dias durante los primeros 25 y al final del experimento (dia 35). Las
muestras se filtraron empleando filiros de fibra de vidrio Whatman GF/C con un
tamafo de poro de 1.2 pm. La presion de filtrado se mantuvo menor a 10 cm Hg
(Dortch et al., 1984). La extraccion de los pigmentos de cada filtro se hizo
empleando como solvente acetona al 90% (v/v) y agregando MgCOs; para evitar ia
degradacion de la clorofila. Para una extraccion completa, las muestras se
mantuvieron en refrigeracion (4°C) y oscuridad durante 20-24 horas, de acuerdo a
lo propuesto por Hansmann (1978)

Mediante el analisis espectrofotométrico de los extractos acetoénicos se
determino la concentracion de las clorofilas (a y b) y de los carotenoides totales.
La concentracion de las clorofilas a y b se determind mediante el empleo de las
ecuaciones propuestas por Sterman (1988) para algas Clorofitas, mientras que
para el caso de los carotenoides totales se utilizé la ecuacion de Strickland y

Parson (1972). El registro de las absorbencias para cada una de las longitudes de
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ondas requeridas se hicieron en un espectrofotometro marca Bausch&Lomb
Spectronic de 2 nm de ancho de banda con celdas de 1 cm de recorrido de luz.
l.os valores de absorbencia fueron corregidos por turbidez a 730 nm (Jensen,
1978)

Cla=11.93Agss-1.93 A ga7
Clb=20.36A 647 - 550 A 664

Caro=4.0 A 450

I1.4.5. Analisis de proteinas

Se determind [a concentracion de proteina para los dias 10 y 20 de cultivo.
De cada matraz experimental se cosecharon 20 ml de cultivo, los cuales fueron
inmediatamente congelados a -80°C. Previo analisis se filtraron por duplicado 5 ml
de cultivo empleando filtro de fibra de vidro GF/C con un tamafio de poro de 1.2
pm. Las condiciones de filtrado fueron las mismas que en los casos anteriores. La
extraccion de las proteinas se hizo empleando NaOH 0.25 M de acuerdo a la
metodologia propuesta por Rausch (1981). El tiempo de extraccion fue de 30
minutos a 100° C.

La cuantificacion de proteinas se hizo mediante el método de Lowry et al.
(1951). Los valores de proteina fueron estimados mediante una curva de

calibracion empleando como proteina estandar albumina de suero de bovino

(Figura 3).
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Figura 3. Curva de calibracion para proteinas totales utilizando como estandar
albuimina de suero de bovino. Y =0.0028x, r*=0.99.
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I1.5. Analisis estadistico

El analisis de los resultados del experimento para la eleccién de las lineas
monoclonales se hizo mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos factores
(tratamientos x monoclonal) con repeticion. De manera paralela se realizé un
andlisis de varianza anidado de dos y tres niveles (cepas, clones y réplicas,

respectivamente) (Sokal y Rohlf, 1979).

lLos datos de carotenoides totales se ajustaron a un modelo de regresion
lineal. Posteriormente se realizd una comparacion multiple de pendientes asi

como una prueba a posteriori de Tukey (Zar, 1984).

Con el objeto de explorar las posibles diferencias o similitudes entre los
monoclonales aislados de cada cepa, se realizd un anélisis de agrupamiento
(UPGMA) (Sneath y Sokal, 1973) empleando distancias euclidianas. Este analisis
incluy6 los datos de clorofila a y b, carotenoides totales, proteinas totales y
numero de células del Ultimo dia de analisis asi como la tasa intrinseca de

crecimiento durante el periodo experimental.
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lll. RESULTADOS
I11.1. Aislamiento e identificacion de cepas de Dunaliella salina
I1.1.1. Aislamiento de cepas |

Se aislaron un total de cuatro cepas con caracteristicas de Dunaliella. Los
criterios utilizados para tai fin fueron principalmente morfolégicos (presencia de
dos undulipodios apicales, forma de las células y del cloroplasto), asi como su
tolerancia a salinidades extremas (35% NaCl). Las cepas fueron depositadas en el
cepario de especies de interés biotecnologico del Laboratorio de Biotecnologia
Marina del C.I.C.E.S.E., bajo los siguientes acrénimos. La proveniente de La
Ventana B.C., con la clave BC04; San Ignacio B.C.S., BC05; de San Felipe B.C.,
BCO06 y de Punta Colorada B.C.S., BCO07.

Durante el procedimiento de aislamiento, la cepa que presenté un mayor
cambio en su coloracién, de verde a amarillo, fue la BCO6, el resto de las cepas
mantuvieron su color verde. Esta caracteristica inicial pudo ser un factor
determinante en la eleccion de las cepas con potencial carotenogénico, sin
embargo, debido a que no sdlo la salinidad extrema es un factor que promueve la
sintesis y acumulacion de R-caroteno, se decidi¢ incluir todas las cepas aisladas
en el experimento de induccion a la carotenogénesis. En este experimento se
combinaron ademas de salinidades altas (30%), condiciones limitantes de
nutrientes y altas irradiancias. Con base a los resultados de este experimento se
corrobord la identificacion de la cepas aisladas como Dunaliella. Con el fin de

comparar los resultados de este experimento, se incluyé la cepa Dunaliella
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bardawil (Db) proveniente de una coleccion internacional (UTEX, aislada del Mar

Muerto, Israel) asi como la BC02, aislada previamente de la Salina, B.C.

111.1.2. Identificacion de la especie

Debido a que las cepas BC04, BC0O5 y BCO7 mantuvieron su coloracién
verde posterior al experimento de induccion a la carotenogeénesis, 1o que evidencio
su poca capacidad de acumular carotenos, éstas no fueron seleccionadas para el
analisis de pigmentos mediante HPLC. Tomando en cuenta esta caracteristica,
ademas de su morfologia y del hecho que pueden tolerar altas salinidades, estas
cepas fueron ubicadas, tentativamente, como Dunaliella viridis.

Por lo arriba expuesto, se determind la concentracion inicial y final de
pigmentos (Clorofila a y B-caroteno, y su relacion) de las cepas Db, BC02 y BC06
(Tabla IlI).

La proporcion de B-caroteno:clorofila a superior a seis, permitido ubicar y
corroborar a las cepas BC02 y BC0O6, como Dunaliella salina. Esta proporcion de
pigmentos, mayor a seis, se presenté en las cepas Db y BC02, al inicio del
experimento en el medio inductor, sin embargo en el caso de la BCOG, rfue
necesario esperar hasta el final del experimento para alcanzar dicha razon. En el
caso de ios resultados del medio inductor, pareciera que no hubo presencia de

clorofila a, sin embargo eso se debid a que su concentracion fue menor a la

cantidad minima detectable por el aparato.
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Tabla . Concentracion inicial y final de clorofila @ y B-caroteno y su respectiva
relacion. El valor de la concentracion final corresponde al promedio y la
desviacion estandar (n = 3) de cada cepa analizada.

Db Inicio Final

Control _ Inductor Control Inductor
Clorofila a (pg-cel™) . 1.69 1.45 0.61+0.13 -
B-caroteno (pg-cel’’) 5.36 17.34 7.22 £1.03 46.43 + 1.06
Clorofila a (mg-g peso seco™) 38.17 15.44 7.44 1 2.48 -
R-caroteno(mg-g peso seco™) 120.87 184.29 8533+3.44 174.88 £ 64.69
Clorofila a (mg'g peso seco orgénico™)  45.80 19.64 8.76 + 2.21 -
f-caroteno (mg-g peso seco organica™)  145.04  234.38  102.33+10.70 34522 + 12.22
3-caroteno : Clorofila a 3 12 12 -
BCO02 Inicio Final

Control  Inductor Control inductor
Clorofila a (pg-cel™) 1.11 1.03 0.76 £ 0.04 -
R-caroteno (pg-cel™) 5.66 7.41 7.26 + 0.63 44.59 + 1.56
Clorofila a (mg-g peso seco™) 18.44 10.98 8.38 + 0.57 -
R-caroteno(mg-g peso seco™) 93.94 79.34 79.87 +8.12 116.07 £ 60.95
Clorofila @ (mg-g peso seco orgénico'1) 19.72 +  11.48 8721042 -
f3-caroteno (mg-g peso seco orgénico'1) 100.46 82.96 83.10+£7.02 180.25 + 13.53
f3-caroteno : Clorofila a 5 7 10 -
BCO06 Inicio Final

Control  Inductor Control Inductor
Clorofila a (pg-cel™) 3.27 3.48 1.34 £ 0.08 -
R-caroteno (pg-cel’) 5.83 11.13 13.16+ 5.06 71.10 £ 5.06
Clorofila @ (mg-g peso seco™) 38.73 53.18 7.52+0.85 -
3-caroteno(mg-g peso seco™) 69.03 169.95 73.86 + 9.37 169.53 + 55.76
Clorofila a (mg-g peso seco organico™) 41.90 59.43 8.71+0.85 -
R-caroteno (Mg-g peso seco organico™) 74.69 189.95 85.29+6.83 268.77 £ 10.08
f3-caroteno : Clorofila a 2 3 10 -
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El espectro de absorcion de los extractos metanodlicos de cada una de la
cepas, en condiciones control e inductor, se muestra en las figuras, 4, 5 y 6. En
ellas se observa que los picos maximos de absorcion se presentaron entre los 448
y 470 nm, los cuales corresponden al 3-caroteno. La absorbancia en la regién de
los 600-700 nm, indicé la presencia de la clorofila a y b. En todos los espectros de
absorcion que correspondieron a las muestras del medio control, la sefial de las
clorofilas fue mayor que en el inductor. El analisis cromatografico no detect6 la
presencia de clorofilas en las muestras del tratamiento inductor, sin embargo, el
espectro de absorcion permitio detectar estos pigmentos.

La cepa que presentd la mayor concentracion de -caroteno (pg-céiula'1). al
final del experimento, tanto en el medio control como inductor, fue la cepa BCOB.
Esta concentracion fue superior en casi un 20% (inductor), a la de la cepa Db,
considerada como superproductora de R-caroteno. Por otro lado, la cepa BC02,
presentd una concentracion muy similar a la Db. La concentracion de este
pigmento, por unidad de peso seco fotal y peso seco organico no presento la
misma tendencia. Para ambos casos, la cepa que mayor contenido de pigmento
presento fue la Db.

Debido a que la metodologia utilizada no permitié una eficiente separacion
de los estandares puros utilizados tanto del a-caroteno como del isomero 9-cis-3-
caroteno, se procedié a su Iidentificacién mediante los cromatogramas reportados
en la literatura. Al comparar el analisis cromatogréfico realizado en las muestras

se detectd la presencia de los isémeros 9-cis y all-trans del B-caroteno
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Figura 4. Espectro de absorcion de los extractos metandlicos de la cepa Db.
a)Condicion control y b) condicién inductora.
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Figura 5. Espectro de absorcion de los extractos metandlicos de la cepa BC02.
a) Al inicio del experimento, b) condicién control y ¢) condicién inductora.
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Figura 6. Espectro de absorcion de los extractos metandlicos de la cepa BCO6.
a)Condicién control y b) condicién inductora.
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principalmente en condiciones inductivas (Figuras 7, 8 y 9). Si bien, en ellos
también se observoé la presencia de otros pigmentos, su correcta identificacién no

fue posible debido a la falta de estandares puros de los respectivos pigmentos

que lo pudieran corroborar.

l1.1.3. Tamaiio celular

El tamafo de la células fue similar en todas las cepas. Aln cuando las
células de la cepa BCO6 presentaron el mayor tamano, no se detectaron

diferencias significativas entre ellas.

Tabla IV. Medias del tamaro celular promedio de las cepas Db, BC02 y BC06

(n=30).
Largo (um) Ancho (um)
Geps ¥+ E. x%D. E.
DB 10.872 £ 1.097 7.957 £ 0.977
BCO02 10.853 £ 0.841 7.737 + 0.890
BC06 11.733 £ 1.447 8.140 + 1.005

I1.2. Eleccion de lineas monoclonales

Las cepas de Dunaliella seleccionadas para el aislamiento y caracterizacion
de lineas monoclonales fueron Db (D. bardawil) y BCO2 (D. salina). Esto se hizo
basicamente de acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento anterior, en

el que se determind que estas cepas fueron unas de las que mayor cantidad de B-

caroteno acumularon.
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Figura 8. Perfil cromatografico (HPLC) de los pigmentos extraidos de Dunaliella™
salina, cepa BCO02, cultivada en condicion control (a) e inductiva (b).
Identificacion de picos como en la figura 7.
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Figura 9. Separacion cromatogréfica (HPLC) de pigmentos de Dunaliella saling,
cepa BCO06, cultivada en condiciéon control (a) e inductiva (b). Para la

identificacion de picos ver figura 7.
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Del total de monoclonales aislados de cada cepa se eligieron tres de ellos
al azar. Para diferenciar los clones se les denominé con una de las tres primeras
letras del abecedario posterior al acrénimo de la cepa de la cual provienen. De

esta manera los clones de cada cepa fueron: Db-A, Db-B, Db-C, BC02-A, BC02-B

y BCO2-C.

l11.2.1. Crecimiento

La figura 10 muestra las curvas de crecimiento de los diferentes clones
analizados para los dos tratamientos durante el tiempo de experimentacion. Las
mayores densidades celulares se obtuvieron en el medio control donde se
observa una tendencia al aumento de la densidad celular a través del tiempo. En
el caso de la condicién inductiva la tendencia fue diferente, atin cuando existié un
ligero aumento en la densidad celular, ésta se mantuvo casi constante durante
todo el tiempo de investigacion. Al analizar por separado ambos tratamientos, se
observéd que en el caso del tratamiento control hasta el dia dieciséis las
densidades fueron similares entre los clones, mientras que a partir del dia
dieciocho las diferencias entre ellos se acentuaron, siendo maximas en el ultimo
dia de experimentacion. Si bién la mayor densidad celular al final del experimento
control la presentd el clon BC02-C (5.88 x 108 células'ml™) y la menor Db-A (2.25
x 10° células-ml™), no existié un patrén que indicara que los clones originados a

partir de alguna cepa en particular presentaran las mayores densidades (Tabla V),
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lo mismo se observé en el caso del tratamiento inductor, donde la densidad

celular fluctud entre 0.99 (BC02-A) a 1.20 x 10°® células-ml™ (Db-A).

Tabla V. Densidad celular de los monoclonales al inicio y final del experimento.

Densidad celular (cel-ml™ -10°)

Monoclonal Control Inductor

x+D. E. xx0. E.
Db-A 2.25+0.05 1.20£0.14
Db-B 2.95+0.14 1.14 £ 0.09
Db-C 2.85+0.08 1.14 £0.12
BC02-A 4.29 £0.85 0.99 £ 0.05
BC02-B 422+0.24 1.08 £ 0.00
BC02-C 5.88 £ 0.80 1.10 £ 0.00

De acuerdo a lo propuesto por Guillard (1973 b), los parametros de
crecimiento deben ser evaluados durante la fase exponencial de la curva de
crecimiento. Sin embargo, a pesar de que en ninguno de los tratamientos se
observa claramente esta fase, se decidié calcular la tasa de crecimiento (u) para
cada intervalo del cual se tenia un registro de la densidad celular. Esto con el
propésito de tener una aproximacion de los valores de este parametro. La tabla
VI presenta los valores maximos y minimos de la tasa de crecimiento (M) para

ambos tratamientos de los seis monoclonales durante el tiempo de

experimentacion.
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Tabla VI. Valor maximo y minimo de la tasa de crecimiento especifica por dia ()
de los seis monoclonales analizados correspondientes a las cepas Db y

BCO2.

Tratamiento
Monoclonal Control - Inductor
Db-A 0.01-0.16 0-0.12
Db-B 0-0.21 0-0.07
Db-C 0.02-0.13 0.01-0.09
BCO2-A 0-0.34 0-0.08
BCO02-B 0-0.12 0-0.05
BC02-C 0-0.19 0-0.11

Con base a los resultados de la Tabla VI se observa que los valores mas

altos se presentaron en el tratamiento control. Los valores de p fluctuaron entre 0-

0.34, siendo el clon BC02-A el que presento el valor mas alto (4 = 0.34). En la

condicion inductiva los valores de p variaron entre 0-0.12, en este caso fue el clon

Db-A el que presento el mayor valor (p = 0.12).

Para el analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (tratamientos x

monocionales) con repeticion (Sokal y Rohif, 1979) se empledé la tasa de

crecimiento (u) calculada a partir del inicio y final del experimento (Tabla VII).
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Tabla Vil. Tasa de crecimiento especifica por dia de los seis monoclonales
analizados correspondientes a las cepas Db y BC02 calculada a partir del
inicio y final del experimento.

Tasa de crecimiento (p)

Db-A 0.050 + 0.001 0.031 £ 0.003
Db-B 0.057 + 0.001 0.030 £ 0.002
Db-C 0.056 £ 0.001 0.030 + 0.003
BCO2-A 0.079 £ 0.006 0.028 + 0.001
BCO02-B 0.069 £ 0.002 0.030 % 0.000
BC02-C 0.079 + 0.004 0.031 £ 0.000

Los resultados del analisis de varianza indicaron que entre tratamientos y

en la interaccion de ambos factores hubo diferencias altamente significativas,

p=0.001 y p=0.000, es decir, el crecimiento de los monoclonales en condiciones

controladas e inductoras fue diferente (Tabla VIII). De esta manera podemos

afirmar que los clones que crecieron en el medio control presentaron tasas de

crecimiento mayores que los cultivados en el inductor. Por otro lado, no existieron

diferencias significativas entre clones (p=0.999), es decir que aun cuando hubo

clones que presentaron tasas de crecimiento mayores, éstas no fueron

significativamente diferentes, lo cual no nos permite afirmar que algun clon en

particular present6 las mayores tasas de crecimiento.
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Tabla VIII. Analisis de varianza de dos factores (tratamientos x monoclonales) con
repeticion de la tasa de crecimiento especifica (u), o = 0.05.

Fuente de variacion SC _gk CM F p
Entre clones 68-10" 5 1.4-10* 0.09 0.999
Entre tratamientos 7.3+ 10° 1 7.3-10° 4264 0.001
Interaccion . 86:-10" 5 1.7 -10"  25.06 0
Error 82-10° 12 6.8-10°

Total 8.9-10° 23

Al realizar un andlisis de varianza anidado de 2 niveles (cepas y clones)
(Sokal y Rohlf, 1979) se encontré que existen diferencias significativas entre
cepas (p=0.004) pero no asi entre clones dentro de cepas (p= 0.996) (Tabla IX).

Tabla IX. Analisis de varianza anidado de dos niveles (cepas y clones) de la tasa
de crecimiento especifica (u), o = 0.05.

Fuente de variacion SC g.l. CM F p
Entre cepas 6.0-10* 1 6.0-10" 32.36 0.004
Entre clones dentro de cepas 7.5-10° 4 1.9-10° 0.04 0.996
Entre lecturas de cada clon 8.2-10° 1 46-10*

Total 8.9-10° 23

111.2.2. Pigmentos

Los resultados del seguimiento de las clorofilas a y b, asi como las de los
carotenoides, tanto en condiciones controladas como inductoras se muestran en
las figuras 11 y 12. La primera figura incluye a los monoclonales aislados de la

cepa Db y la segunda a los de la cepa BCO02.



46

Pg pigmento - célula”

0

10% -~ Cl aCon

-o- Cl b Con
—o— Caro Con
BF .e Claing
-@- Cfbind
-a  Caro Ind

Tiempo (dias)

Figura 11. Concentracion de clorofila a y b, y carotenoides totales de los tres
monoclonales de la cepa Db en condicién control (Con) e inductiva (Ind)
durante el periodo de experimentacion. a) Db-A, b) Db-By ¢) Db-C.
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Figura 12. Concentracion de clorofila a y b, y carotencides totales de los fres
monoclonales de la cepa BC0OZ en condicion control (Con) e inductiva (Ind)
durante el periodo de experimentacion. a) BC02-A, b) BC02-B y ¢) BC02-C.
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En lo que respecta a la clorofila a, la tendencia general de los
monoclonales de ambas cepas fue a la disminucion de este pigmento tanto en el
tratamiento inductor como en el control (Figuras 13a y 14a) . Sin embargo, se
observé que los monoclonales de la cepa BC02 del tratamiento inductor se
apartaron ligeramente de este patrén al inicio del experimento, ya que, a
diferencia del tratamiento control, la tendencia fue a incrementar la concentracion
de clorofila @ al menos hasta el dia 10 de experimentaciéon para posteriormente
disminuir. Al analizar por separado las cepas se observaron diferencias enfre
ellas, en el caso de la cepa Db, los monoclonales del tratamiento inductor
presentaron una mayor concentracion de clorofila a que el control durante todo el
periodo de experimentacion (Figura 13a). En los monoclonales de la cepa BC02
no se apreciaron diferencias en lqs valores de clorofila a entre los dos
tratamientos ya que los valores se translaparon excepto por el dia Gltimo, donde la
concentracion de clorofila a fue ligeramente mayor en el fratamiento control que
en el inductor (Figura 14a).

Al comparar la concentracion final de clorofila a entre los monoclonales de
ambas cepas se observd que en el tratamiento control los valores de clorofila de la
cepa BCO2 (1.85-2.11 pg-cel“) fueron aproximadamente el doble que los
presentados por los monoclonales de la cepa Db (0.99-1.16 pg-cel"), mientras

que para el tratamiento inductor los valores de clorofila a fueron similares para

ambas cepas (Tabla X).
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Figura 13. Concentracion de pigmentos de los monoclonales de la cepa Db en
condicion control (Con) e inductiva (Ind). a) Clorofila a, b) clorofila b y c)
carotenoides totales.
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Figura 14. Concentracion de pigmentos de los monoclonales de la cepa BC0O2 en
condicion control (Con) e inductiva (Ind). a) Clorofila a, b) clorofila b y c)
carotenoides totales.
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Tabla X. Concentracion final (pg-cel'1) de clorofila a, clorofila b y carotenoides
totales de los seis monoclonales analizados de las cepas Db y BC02.

Clon CIorofiIaqa Clorofila_llb Carotenoides_ftolales
(pg -cel’) (pg cel”) (pg -cel)
Control Inductor Control Inductor Control Inductor

Db-A 1.156+0.16 152+022 0301005 027+006 091+0.00 4.30+0.36

Db-B 099+015 151+016 027+006 02012004 1.37+019 4.80+0.26

Db-C 1.06+003 150+038 028+001 034+0.08 1.81+0.10 579+1.23
BC02-A 1.95+0.04 1.72+0.14 042+0.02 021+000 236+002 7.98+0.76
BC02-B 1.85+0.03 140004 042+0.01 0.1810.01 247+ 0.09 10.24 £0.17
BC02-C 211+030 158+005 052+005 020001 139+0.10 10.01+0.47

En relacion a la clorofila b, la tendencia fue a la disminucion de su
concentracion a través del tiempo, sin embargo se observaron ligeras diferencias
entre cepas (Figuras 13b y 14b). Posterior a la inoculacion de los monoclonales de
ambos tratamientos de la cepa Db, se observé una disminucién drastica de la
concentracion de clorofila b, para luego incrementarse ligeramente (dia 10) y
nuevamente a partir del dia 15 continuar la tendencia a la disminucion, la cual se
mantuvo hasta el final de experimento. La concentracion final de clorofila b en
ambos tratamientos fue similar (Tabla X). En el caso de la cepa BC02 los
tratamientos presentaron patrones diferentes. En el caso del control, Ia tendencia
a la disminucion de la concentracion de clorofila b se mantuvo hasta el dia 20,
posterior a este dia el contenido se incremento ligeramente. En lo que respecta al

inductor, al inicio del experimento se observd un aumentd en la cantidad de
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clorofila b, sin embargo a partir del dia 10 la tendencia fue a la disminucion
paulatina de su concentracion. La concentracion final de clorofila b fue mayor en
los monoclonales del tratamiento control que en los del inductor (Tabla X).

La tendencia que presentaron los carotenoides totales fue diferente a lo
encontrado en las clorofila a y b (Figura 13c y 14c). En el tratamiento control de
ambas cepas, los carotenoides totales se mantuvieron mas o menos constantes
durante el tiempo de experimentacion, en el medio inductor incrementaron su
concentracién, encontrandose los valores mayores al final del experimento. La
cantidad de carotenoides acumulados por los monoclonales de la cepa BC02 en
condiciones inductoras fueron superiores a los de la cepa Db, mientras los valores
de los monoclonales de la cepa Db fluctuaron entre 4.30 y 5.79 pg-cel‘1, los de la
BCO02 fueron de 7.98 a 10.24 pg-cel’. El decremento en la concentracién de
carotenoides para el dia 20 y 15 de la cepas Db y BC02, respectivamente, se
debieron a un error metodoldgico ya que en ambos casos el procesamiento de las
muestras fue realizado varios dias después de su cosecha, lo cual subestimo la
cantidad de pigmentos cuantificados para ese dia en ambas cepas.

Tomando en cuenta que nuestro interés se centra en la diferenciacion de
las lineas monoclonales en funcion de su capacidad de acumular carotenoides
totales, los resultados que a continuacion se presentan solo incluyen este
pigmento.

Dado que la acumulacion de carotenoides totales presenté una tendencia

lineal, los datos se ajustaron a un modelo de regresion lineal con el objeto de
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comparar las pendientes y determinar si existian diferencias significativas entre
ellas. Los datos utilizados para este ajuste son los valores obtenidos de la
diferencia entre el tratamiento inductor y el control para cada dia analizado. La
figura 15 presenta las graficas de la lineas de regresion, asi como la ecuacion y su
coeficiente de determinacion para cada monoclonal de la cepa Db, de igual
manera la figura 16 muestra los correspondientes a los monoclonales de la cepa
BCO02. En la mayoria de los casos el modelo explicd méas del 95% de la relacion
entre las variables siendo la excepcion los monoclonales Db-A y Db-C, en los
cuales los coeficientes de determinacion fueron 0.91 y 0.89, respectivamente. En
todos los casos, el analisis de varianza de la regresidn mostré diferencias
significativas (p < 0.000) a un nivel de confianza del 95%. Con base a lo anterior
podemos considerar que la relacion entre las variables tiempo y concentracion de
carotenoides mostrada por los monoclonales se ajusté adecuadamente a un
modelo de regresion lineal.

El analisis para comparar mas de dos pendientes (Zar, 1984) indicé que
existen diferencias significativas entre ellas a un nivel de confianza de 95%. Dado
que al menos una de las pendientes de la regresion de los monoclonales fue
diferente, se procedié con una comparacion multiple a posteriori para determinar
cuales eran diferentes. Los resultados obtenidos en esta prueba mostraron que
todas las pendientes de los monoclonales de la cepa Db no fueron

significativamente diferentes a un nivel de o = 0.95, de igual forma ocurrié con las



54

pg carotenoides totales - célula®

5 10 15 20 25 30 3B

Tiempo (dias)

Figura 15. Regresion lineal de la acumulaciéon de carotenoides totales durante el
tiempo de experimentacion de los monoclonales aislados de la cepa Db. a) Db-
A,Y =0.661+0.073x,r*=0.91; b) Db-B, Y =0.937 + 0.068, r* = 0.96; y c) Db-C,

Y =0.435+0.088, " =0.89.
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Figura 16. Regresion lineal de la acumulacién de carotenoides totales durante el
tiempo de experimentacion de los monoclonales aislados de la cepa BC02. a)
BC02-A, Y =-0.018 + 0.169x, ¥ = 0.96; b) BC02-B, Y = -0.199 + 0.242x, * =
0.98y¢)BC02-C, Y =-0.250 + 0.254x, r’=0.99.



56

pendientes de los monoclonales BC02-B y BC02-C. El resto de las comparaciones
indicaron que las pendientes fueron significativamente diferentes (o. = 0.95).

Considerando lo anteriormente expuesto podemos decir que los
monoclonales que mayor cantidad de carotenoides totales acumularon, en
condiciones inductoras, fueron BC02-B y BC02-C, ademas, estos mismos clones
fueron los que presentaron las pendientes con mayor valor, lo cual nos sugiere
una mayor capacidad de incremeﬁtar estos pigmentos a través del tiempo, esto en
relacion al resto de los clones analizados.

De manera paralela al analisis de pendientes se hicieron los de varianza de
dos bloques (tratamientos x monoclonales) con repeticion y el anidado de dos
niveles (cepas y clones). Los resultados del primer analisis mostraron que entre
tratamientos y su interaccion existen diferencias significativas, p = 0.002 y p =
0.000; es decir, la acumulacion de carotenoides totales en condiciones
controladas e inductoras fue diferente, esto permitié confirmar que la acumulacion
de carotenoides totales fue mayor en el tratamiento inductor. Sin embargo aun
cuando se observo que algunos clones presentaron concentraciones mayores de

carotenoides, este analisis no mostrd diferencias significativas entre ellos (Tabla

Xl1).
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Tabla XI. Andlisis de varianza de dos factores (tratamientos x monoclonales) con
repeticion del contenido final de carotenoides totales, o = 0.05.

Fuente de variacion SC g.l. CcM F p
Entre clones 91.23 5 18.25 0.05 0.993
Entre tratamientos 358.85 1 358.85 34.52 0.002
Interaccion + 51,97 5 10.39 70.57  0.000
Error 5.30 36 0.15
Total 507.35 47

El analisis de varianza anidado mostré que las diferencias significativas son
entre cepas (p=0.006), mientras que entre clones dentro de cepas no existieron
diferencias significativas (p=0.883 ) (Tabla XIl) . Esto sugiere que mientras la cepa
BC02 acumulé una mayor cantidad de carotenoides que la cepa Db, ninguno de

los clones lo hizo de manera significativa.

Tabla XIl. Analisis de varianza anidado de dos niveles (cepas y clones) del
contenido final de carotenoides totales, o = 0.05.

Fuente de variacion SC gl CM F P
Entre cepas 79.79 1 79.79 27.91 0.006
Entre clones dentro de cepas 11.44 4 2.86 0.29 0.883
Entre lecturas de cada clon 416.12 42 9.91

Total 507.35 47

Debido a que los analisis de varianza (ANOVA) realizados anteriormente
incluyeron las dos condiciones experimentales, se decidié aplicar un ANOVA

anidado de tres niveles en los que solo se incluyeran los datos de carotenoides
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totales obtenidos del tratamiento inductor. Los niveles incluidos por orden
jerarquico fueron: cepas, clones y réplicas. El resultado de este andalisis indico que
existen diferencias significativas entre cepas (p = 0.006) pero no asi entre clones

dentro de las cepas (p = 0.040) (Tabla XIII).

Tabla XIll. Analisis de varianza anidado de tres niveles (cepas, clones y réplicas)
del contenido final de carotenoides totales, o = 0.05.

Fuente de variacion SC g.l. CM F p
Entre cepas 118.727 1 118.727 27.96  0.006
Entre clones dentro de cepas  16.987 4 4.247 5.02 0.403
Réplicas dentro de clones 5.072 6 0.845 110.14  0.000
Entre lecturas de cada réplica  0.092 12 0.008

Total 140.878 23

111.2.3. Proteinas totales

De acuerdo a la tendencia que presentaron las proteinas se observo que su
concentracion fue mayor en condiciones inductoras, este patrén se observé
claramente en la cepa BCO02, sin embargo en la Db el monoclonal Db-A fue la
excepcion, ya que el contenido de proteinas se mantuvo muy similar en ambas
condiciones (Figura 17). También se apreci6 que el contenido de proteinas,
independientemente del tratamiento, fue mayor en el dia 10 que en el 20. La
excepcion nuevamente fue el monoclonal Db-A en condiciones inductoras, ya que

la mayor concentracion la presenté en el dia 20 de cultivo (Figura 17).
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I11.2.4. Analisis de agrupamiento

El analisis de agrupamiento en el que se incluyeron las variables clorofila a
y b, carotenoides totfales, proteinas totales, concentracion final de células y tasa
de crecimiento especifica por dia, se muestra en la figura 18a. En esta figura se
observaron tres grupos definidos, el primero incluy6 a los monoclonales de la cepa
BCO02 en condiciones controladas, el segundo grupo los monoclonales de ambas
cepas del tratamiento inductor y el tercer grupo los monoclonales de la cepa Db
en condicion control. Aln cuando se encuentran definidos estos tres grupos era
de esperarse que dentro del grupo inductor se encontraran agrupados los clones
de cada cepa, sin embargo no se observa tal agrupamiento. Cuando sélo se
incluyeron las variables clorofila a y b, y carotenos, el agrupamiento permitio
separar a los mornoclonales del tratamiento inductor seguin su origen (Figura 18b).
Si bien se observo que existe una tendencia a agrupamiento de cada uno de los

clones, las diferencias entre ellos en porcentaje fueron menores del 5%.
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Figura 18. Analisis de agrupamiento (UPGMA) para los monoclonales de ambas
cepas. a) Clorofila a y b, carotenoides totales, proteinas totales, numero de
células final y tasa intrinseca de crecimiento, b) Clorofila ay b, y carotenoides
totales. En ambos casos se incluyen los datos de la condicion control (Con) e

inductora (Ind).



62

IV. DISCUSION

IV.1. Identificacion de la especie

De las cuatro cepas aisladas (BC04, BC05, BC06 y BCO07) solo la cepa
BCO06 fue identificada como D. salina, con base al criterio propuesto por Loeblich
(1982) que indica que una razén minima de carotenos:clorofila a de 6:1, define a
esta especie. Si bien para las cepas BC04, BC05 y BCO07 no se realiz6 el analisis
de sus pigmentos mediante el método de cromatografia liquida, la coloracion
verde que presentaron los cultivos, posterior al experimento de induccion a la
carotenogénesis evidencio su pobre capacidad de acumular carotenos. Loeblich
(1982) menciona, como primera instancia, que uno de los atributos que deben
caracterizar a la especie D. salina es su capacidad de tornarse de color
anaranjado cuando crece en condiciones de salinidad mayores al 15% y con altas
intensidades luminicas. Este no fue el caso de las cepas BC04, BCO5 y BCO7, ya
que sus cultivos presentaron una coloracion verde durante todo el periodo de
experimentacion, aun cuando ademas de la condiciones que menciona el autor
(altas salinidades altas e irradiancia), el medio inductor presenté un pobre
contenido de nitratos. La deficiencia de nitratos, al igual que salinidades extrema y
altas irradiancias, son algunos de los factores que promueven la acumulacion de
R-caroteno (Loeblich, 1982; Ben-Amotz, 1987; Ben-Amotz y Avron, 1983a y b;

Borowitzka y Borowitzka, 1988, Borowitzka ef al, 1984; 1989; Cifuentes ef al.,

1992).
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Las cepas BCO04, BC05 y BCO7 podrian corresponder a la especie D,
viridis, considerando como criterios principales, ademas de su morfologia, su
tolerancia a las altas salinidades y a su poca capacidad de acumular -caroteno lo
que la hace presentar esa coloracion verde. Las cepas arriba mencionadas fueron
sometidas a un gradiente de salinidad extremo, el cual alcanzé el punto de
saturacion (35%), atn cuando se reconoce que la Unica especie eucariota que
crece en tales concentraciones es D. salina, (Borowitzka y Borowitzka, 1988), D.
viridis puede tolerar estas condiciones (Borowitzka, 1981).

Era de esperarse que de acuerdo a las caracteristicas de los ambientes
que se muestrearon (ambientes hipersalinos), existiera una mayor incidencia de
D. salina en estos cuerpos de agua, ya que éstos presentan las caracteristicas
idéneas para la presencia de esta especie. Sin embargo, esA posible que en el
proceso de aislamiento, las células de esta especie se hayan eliminado, ya que el
analisis al microscopio de las muestras colectadas (previo tratamiento), mostrd
cierto nimero de células de color anaranjado, presumiblemente D. salina. No se
descarta la presencia de esta especie en los cuerpos de agua muestreados, sin
embargo, mayores cuidados en el proceso de aislamiento deben considerarse.

Si bien existen trabajos previos que indican la alta capacidad
carotenogénica de las cepas Db y BC02, se decidié incluirlas en este trabajo con
fines comparativos. A partir de este estudio, donde las condiciones de estrés
fueron las mismas para todas las cepas, la cepa BC06 fue la que presentd un

mayor contenido de B-caroteno (pg-célula‘1), aproximadamente un 50% mas que
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la cepa Db, considerada como superproductora. La concentraciones de este
pigmento por unidad de peso seco total, deben tomarse con reserva, ya que en la
mayoria de los casos, el contenido de cenizas fue muy superior al 10%, lo que nos
lleva a una sobrestimacién del valor real y por ende a comparaciones erroneas
con trabajos previos. En general, en microalgas que carecen de pared celular de
silice, el porcentaje de cenizas es menor al 10%. Sin duda, el elevado porcentaje
de cenizas encontrado en este trabajo se debié a una deficiente eliminacion de las
sales, que incrementaron de manera considerable el contenido de cenizas, sobre
todo, tomando en cuenta que los muestras presentaban un alto contenido de
sales (10% y 30%). Sin embargo, el contenido de pigmentos por unidad de peso
$eco organico, nos proporciona resultados mas congruentes ya que solo toma en
cuenta [a fraccion organica. A partir de ésta se observd que el mayor contenido de
pigmentos lo presentd la cepa Db, lo cual nos indica que esta cepa fue la que
registrd6 un mayor rendimiento en funcion de su biomasa. En el caso del cepa
BCO06, el contenido de pigmentos por célula fue mayor, aunque su biomasa fue
menor que la Db. Es importante reconocer que la cepa Db al inicio del
experimento, tanto en la condicion control como inductiva, acumuld
concentraciones de R-caroteno superiores al resto de las cepas. Estas son
algunas de las caracteristicas que deben considerase al momento de seleccionar
una cepa para la produccion a nivel comercial de este pigmento, ya que no solo se
debe elegir aquella que acumule mayor cantidad de pigmento, sino también

considerar el tiempo que tarda en acumularlo, asi como la biomasa producida.
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IV.2. Caracterizacion fenotipica

El interés de esta investigacion fue inicialmente determinar posibles
diferencias a nivel de cepas y las respectivas variaciones intraespecificas debido
al hecho de que aunque cepas con morfologia idéntica se consideran miembros
de una sola especie, esto no asegura el potencial de rendimiento para fines de su
utilizacion biotecnologica, principalmente para la produccion de biomasa y
metabolitos (carotenoides).

Esta evidencia se basa en el hecho de que las variaciones entre cepas para
los parametros fisiolégicos (tasa de crecimiento y producciéon de pigmentos, entre
otros) poseen una base genética debido al hecho de que el efecto de las
diferencias ambientales en la expresion del gene se minimizan (Brand et al.,
1981a; Simon y Latorella, 1984).

Debido a la influencia de la estacion del afo en la expresion de las
caracteristicas fenotipicas de los organismos como es el caso de D. salina, se
decidid colectar la misma durante el periodo de verano para tales fines. En estas
fechas podria encontrarse una alta probabilidad de la ocurrencia de formas
carotenogénicas naturales asi como las caracteristicas genotipicas asociadas.

Las comparaciones estadisticas de las frecuencias alélicas entre muestras
tomadas en escalas de diferencias de distancias de metros han indicado
frecuentemente heterogeneidad microespacial dentro de las similiaridades de las

frecuencias alélicas a gran escala (Gallager, 1980, Hedgecock, 1984).
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Debido a la ubicuidad ecotipica de D. salina en ambientes hipersalinos y a
su habilidad para acumular carotenoides de importancia industrial asi como a la
necesidad de explorar nuevos ambientes y cepas para fines de seleccion, se
eligieron parametros que evaluaran estas propiedades y que al mismo tiempo

sirvieran para su caracterizacion fenotipica, como a continuacion se describen.

IV.2.1. Analisis entre cepas

El estudio de las cepas de diferentes localidades registré una respuesta
diferente en relacion a las condiciones de induccion mediante la limitacion de
nitrato, manifestandose en la reduccion de las maximas densidades celulares
obtenidas y en la tasa de crecimiento especifica, asi como el incremento en las
concentraciones de carotenoides por célula en comparaciéon con el medio no
inductor (contfrol).

El analisis de varianza anidado mostrd diferencias significativas entre
cepas, determinadas principalmente por el efecto en las tasas de crecimiento
especifica en el tratamiento control, en el cual se obtuvieron los valores mayores
de densidad celular y tasa de crecimiento.

En relacion al tratamiento inductor, disefiado para observar diferencias
entre cepas, los mayores valores de crecimiento y contenido de carotenoides
totales los presentd la cepa BC02. Un aspecto que podria influir en los resultados
obtenidos, es el hecho de que esta cepa fue aislada mas recientemente que la

Db, esta tltima, obtenida de un banco de cepas, cuyo origen es el Mar Muerto en



67

Israel. Debido a que las condiciones de cultivo se mantuvieron constantes, podria
esperarse que de alguna manera el genoma de las cepas nativas, que poseen
menos ciclos generacionales, estuviera mayormente conservado reflejandose en
caracteristicas de crecimiento y contenido de pigmentos.

Por ejemplo, Ben-Amotz (1987) menciona que las condiciones inductivas
mediante la deficiencia de nitratos provoca la activacion del proceso
carotenogénico y por ende acentiia la acumulacion del B-caroteno, para realizar
funciones de fotoproteccion del aparato fotosintético del alga (Loeblich, 1982;
Ben-Amotz et al., 1989), debido a que esta condicion afectan la sintesis de
clorofila, lo que puede ocasionar su pérdida parcial.

Estas caracteristicas pueden considerarse como variaciones genéticas que
afectan la adecuacion en poblaciones silvestres adaptadas a ambientes diferentes
durante el proceso de especiacion. Estudios recientes han revelado que un gran
namero de genes se segregan dentro y entre poblaciones naturales (Mitchell-Olds,
1995). Estos genes que causan variaciones cuantitativas de las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas se han encontrado en poblaciones de algas, plantas vy
animales. Los genes de efectos grandes no se han considerado importantes para
la adaptacion en poblaciones naturales debido a que la mayoria de las
mutaciones mayores tienen efectos pleiotropicos deletéreos en adecuacion. Sin
embargo, pueden ocurrir mutaciones mayores sin efectos deletéreos mismas que
pueden jugar un papel importante en la evolucion de poblaciones naturales.

Alternativamente, fuerte seleccién de la interaccion genotipo-medio ambiente
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Al comparar estos resultados con las concentraciones de nitratos vy
salinidad adecuadas para un mejor crecimiento, no se observdé una fase de
crecimiento exponencial definida al inicio del experimento, observandose un
mayor crecimiento en los monoclonales reflejado por las altas densidades
celulares alcanzadas al final del experimento. Aunque en medios de cultivo control
se registraron las mayores tasas de crecimiento, estas fueron menores que las
determinadas por otros autores en condiciones similares de experimentacion
(Ginzburg y Ginzburg 1981; Ben-Amotz ef al., 1982; Loeblich, 1982) donde los
valores fluctuaron entre 0.7 y 1.0 divisiones por dia. Ginzburg y Ginzburg (1981)
mencionan que la compleja interaccion de variaciones en las condiciones
ambientales y experimentales se reflejan directamente en el crecimiento de
Dunaliella. Ademas la plasticidad bioguimica y adaptacion fisioldgica de la especie
hace que los resultados varien considerablemente. Las tasas de crecimiento
calculadas para cada intervalo del cual se tenia registro de la densidad (Tabla VI)
fueron mas acordes a las publicadas por Cifuentes et al, (1992) las cuales
variaron entre 0.14 y 0.32 divisiones por dia. Las diferencias podrian atribuirse a la
fase de crecimiento elegida para el calculo, ya que estos autores se basaron en al
fase exponencial. En lo que respecta al crecimiento de cada uno de los clones, los
analisis de varianza no permitieron establecer diferencias significativas entre ellos,

lo cual sugiere que las tasas de crecimiento fueron similares entre ellos.
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En relacion a la concentracion de pigmentos se encontré una tendencia
general a la disminucion en la concentracion de clorofila a y b asi como un
incremento en el contenido de carotenoides totales.

El efecto de la deficiencia de nutrientes y altas salinidades del medio
inductor se hizo evidente en todos lo monoclonales sometidos a esta condicion,
manifestdndose una tendencia hacia la disminucion de clorofila a@a y b y un
aumento en la concentracion de carotenoides. Estos resultados son acordes a los
presentados por otros autores quienes consideran que aquellos factores que
limitan el crecimiento de D. salina como son la deficiencia de nutrientes,
temperaturas y salinidades extremas asi como altas irradiancias, promueven la
sintesis de carotenoides (Loeblich, 1972; Borowitka y Borowitzka, 1988;
Borowitzka et al., 1984). Con base a los resultados obtenidos, los principales
factores que promovieron la sintesis de carotenoides fueron la deficiencia de
nutrientes y la salinidad extrema (25%) ya que la intensidad luminica fue la misma
que en la condicion control. Borowitzka y Borowitzka (1988) indican que en D.
salina la interaccibn entre salinidad (20% y 24% NaCl) y deficiencia de nitratos
inducen un incremento acelerado de carotenoides, provocando que las células de
color verde se tornen anaranjadas debido a la acumulacién de este pigmento.

Una explicacion mas especifica sobre el efecto de la deficiencia de
nutrientes es la dada por Ben-Amotz y Avron (1983b). Los autores mencionan que
en condiciones limitantes de nutrientes se inhiben la sintesis de clorofila e incluso

las células pueden perder parcialmente este pigmento lo cual provoca que se
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inicie la produccion y acumulacion de R-caroteno para proteger a las células de la
luz. En el caso de la cepa Db el efecto de la deficiencia de nitratos se manifesto
en la disminucion del contenido de clorofila @ y b a partir del dia 5, sin embargo el
aumento evidente en la concentracion de carotenoides se observé hasta el dia 25.
El comportamiento de la cepa BCO2 fue un poco diferente, ya que mientras Ia
clorofila a y b disminuyeron desde los primeros dias, los carotenoides aumentaron
desde el dia 10. Posiblemente el contenido de carotenoides no se incrementd de
manera considerable debido a que la intensidad luminica (120 pE m™ s'1) y el
tiempo de exposicion (12:12) no fueron los adecuados para promover su sintesis.
Lo anteriormente expuesto se evidencia con las bajas concentraciones de
carotenoides obtenidas al final del experimento, las cuales fueron inferiores a las
obtenidas por ofros autores en condiciones similares de salinidad y nitratos pero
no en cuanto a la cantidad y tiempo de exposicion a la luz. Ben-Amotz (1987)
menciona que el principal factor que promueve la sintesis de carotenoides es la
Juz. Cifuentes ef al. (1992) registraron concentraciones de carotenoides de 13.7 a
35.6 pg-célula", (superiores a las encontradas en este frabajo) en células que
crecieron en medios sin deficiencia de nutrientes y en salinidades de 25% pero
bajo luz continua a 150 pmol m?s™ (150 yE m?2s™). Esta intensidad luminica fue
similar a la manejada en este trabajo, sin embargo el tiempo de exposicion fue de
12 horas, lo cual puedo haber influido directamente en la cantidad inferior de

carotenoides acumulada al final del experimento (Tabla X).
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Los andlisis de varianza mostraron que no existian diferencias significativas
en la concentracion de carotenoides entre clones, por lo cual no hay evidencias
suficientes que indiquen que algun clon en particular acumuld una mayor cantidad
de carotenoides. Por otro lado [as diferencias se acentian entre cepas, ya que la
cantidad  de carotencides acumulada al final de experimento por los
monoclonales de la cepa BC02 fue muy superior a los de la cepa Db. De igual
forma que en el caso de los pigmentos, el crecimiento no fue suficiente para
evidenciar la variacion intraespecifica de los clones.

Ben-Amotz (1987) menciona que mientras el contenido de lipidos se
mantiene a un mismo nivel en condiciones limitantes de nitratos, las proteinas y
los carbohidratos disminuyen. Sin embargo los resultados no se ajustan a este
patrén, ya que los mayores contenidos proteicos los presentaron los
monoclonales sometidos a la condicion inductora, donde existieron deficiencias de
nitratos y alto contenido de sal, nuevamente la interaccion de estos factores debid
de haber influido en la respuesta. Posiblemente la mayor concentracion de
proteinas encontrada en el medio inductor se deba que la célula las sintetiza para
hacer frente a las condiciones de estres de este medio y que la cantidad de
nitratos de este medio no fue un factor limitante para su sintesis. Por otro lado la
mayor cantidad de proteinas encontrada en el dia diez pareciera indicar que la
sintesis se lleva a cabo en la primera etapa, sin embargo para confirmar tal

conjetura seria necesario contar con los valores de proteinas al inicio del

experimento.
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IV.3. Relaciones fenotipicas

Las evaluaciones para fines de comparacion de las diferencias cuantitativas
de la diversidad genética se basan en analizar las diferencias medioambientales
de las genéticas tanto entre como dentro de clones de las respectivas cepas de
interés. El criterio seguido para estos fines fue la eleccion de cepas de
procedencia geografica de distancias superiores a 200 km. El raciocinio se basa
en el hecho de que muchas especies que viven en distintas masas de agua
desarrollan diferentes genotipos y por ende fenotipos. Asi cepas aisladas de cada
localidad morfoloégicamente idénticas podrian tener potencial de produccion
diferente de pigmentos.

El analisis de agrupamiento entre variables de las cepas y clones
estudiados mostraron que solo los pigmentos permiten diferencias Ilas
caracteristicas de los monoclonales de sus respectivas cepas y condiciones de
cultivo.

Los resultados de este estudio pudieran estar influenciados por el nimero
de muestras y de poblaciones y por el hecho de que solo un ndmero reducido de
los aislados intentados fueron viables, exponiendo asi a las especies a una

presion selectiva durante el proceso de aislamiento.

IV.4. Seleccion de cepas productoras de B-caroteno

Uno de los primeros aspectos que se deben considerar al momento de

elegir una cepa con fines biotecnolégicos es evaluar el potencial de las cepas
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regionales del lugar donde se pretenda llevar a cabo dicho cultivo. Otro punto
importante es tomar en cuenta que organismos de una especie, aislados de una
misma area geografica pueden presentar diferencias fisiolégicas notables que se
reflejan directamente en tasas diferenciales de crecimiento, produccién de
pigmentos y acidos grasos, entre otras moléculas (Gallagher, 1982; Romeo y
Fisher, 1982; Gallagher et al., 1984; Wood ef al., 1987, Shaw et al., 1989. Lopez-
Alonso et al., 1994). Del total de cepas aisladas en este trabajo, solo la BC06
cumple con este requisito ya que su contenido de B-caroteno por célula (pg -
célula) fue superior al de la cepa Db, considerada como superproductora de este
pigmento. Por otro lado se corroboré el potencial de la cepa BC02, aislada en un
trabajo previo, el cual fue ligeramente superior al de la Db. Es importante sefalar
que los valores presentados se obtuvieron de un ensayo a nivel de matraz, por
cual es necesario realizar los escalamiento pertinentes y evaluar su rendimiento.
Sin embargo como primer paso en la exploracion de cepas regionales productoras
de B-caroteno, tanto la cepa BC02 como la BCO6, cumplen con este requisito.

El andlisis a nivel de monoclonales de las cepas Db y BC0O2 no registrd
diferencias importantes en relacién al contenido de carotenoides totales y
crecimiento, lo cual no permite elegir alguna clon en particular con base a estas
caracteristicas. Sin embargo a nivel de cepa, la BC02 fue la que presento los

valores mas altos de los parametros antes mencionados.



75

V. CONCLUSIONES

« Se aislaron cuatro cepas de ODunaliella de diferentes ambientes
‘hipersalino de la Peninsula de Baja California. De las cuales sélo la BCO06, aislada
de la localidad de San Felipe, fue identificada como Dunaliella salina. El resto de

las cepas, BC04, BCOS y BCO7 se consideran, tentativamente, como Dunaliella

viridis.

* Tanto la cepa BCO6 como BCO02 poseen potencial carotenogénico

comparable al de la cepa Db, considerada como superproductora de B-caroteno.

+ Se corroboré que el contenido de carotenoides totales, de la cepa BC02

aislada en un trabajo previé, esta compuesto en su mayoria por R-caroteno.

» El analisis a nivel de monoclonales de las cepas Db y BC02 no mostrd
diferencias en relacion al contenido de carotenoide totales y crecimiento, sin

embargo a nivel de cepa, la BCO2 fue Ja que presento los valores mas altos.
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