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RESUMEN de Ia Tesis de Luis Enrique Gutiérrez-Millan presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
ECOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Enero de 1996.

ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO, PROTEINA Y PIGMENTOS DURANTE LA
CAROTENOGENESIS INDUCIDA EN UNA NUEVA CEPA DE Dunaliella salina
(CHLOROPHYTA), AISLADA DE UNA LAGUNA HI RSALINA DE BAJA
CALIFORNIA.

Resumen aprobado por:

Dunaliella salina es una microalga de interés biotecnoldgico que, bajo
condiciones de estrés salino y/o limitacion de nutrientes, acumula en su
cloroplasto gran concentracion del pigmento B-caroteno, metabolito secundario de
alto valor comercial. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de
salinidad (NaCl) y concentracion de nitrato sobre la carotenogénesis y su relacion
con proteinas y acido desoxiribonucleico en una nueva cepa de D. salina, aislada
de la laguna hipersalina "La Salina" de Ensenada, Baja California, México.

La identificacion de la especie se realizd de acuerdo a las propiedades
halofilicas y a la razéon de carotenoides/clorofila a. Para inducir Ila
carotenogénesis, se diseno un experimento factorial con dos salinidades (15 y 25
% NaCl) y tres concentraciones de nitrato (5, 2.75 y 0.5 mM), con tres réplicas.

La identificacidon de D. salina representa un registro nuevo de esta especie
en Baja California. Este estudio mostré que la induccién de la carotenogénesis
reduce el crecimiento poblacional del alga. La concentracion obtenida de
carotenoides fue directamente proporcional a las molaridades de cloruro de sodio
ensayadas e inversamente proporcional al ion nitrato, como se observé al concluir
el experimento. En condiciones carotenogénicas se encontré un contenido mayor
de ADN y proteina celular en comparaciéon con lo encontrado en el alga cultivada
en medio control. Esta situacién inductiva produce una disminucién en el nivel de
clorofila a y b por numero celular. Los resultados indican la necesidad de una
elevacion en el nivel de ADN y proteinas para realizar sintesis de novo de
carotenoides, lo cual refleja el control genético del proceso carotenogeénico.



DEOXIRIBONUCLEIC ACID, PROTEIN AND PIGMENTS DURING INDUCED
CAROTENOGENESIS IN A NEW STRAIN OF Dunaliella salina
(CHLOROPHYTA) ISOLATED FROM HYPERSALINE LAGOON IN BAJA
CALIFORNIA.

ABSTRACT

Dunaliella salina is a microalga of biothechnological importance that under
stress of sodium chloride and nutrient deficiency accumulates into its chloroplast a
high concentration of the p-carotene pigment, secondary metabolite of high
commercial value. The aim of this reasearch was to evaluate the effect of salinity
(NaCl) and nitrate concentration on carotenogenesis correlated to proteins and
deoxiribonucleic acid (DNA) into a new strain of D. salina isolated from the
hypersaline lagoon La Salina in Baja California, Mexico.

Species identification was performed according to the halofilic properties
and the carotenoid/chlorophyll a ratio of the strain. A three-replicate factorial
experiment with two salinities (15 and 25 % NaCl) and three nitrate concentration
(5, 2.75 y 0.5 mM) was undertaken to induce carotenogenesis.

The isolated of D. salina represents a new record in Baja California. This
work demonstrated that induced carotenogenesis diminished algal population
growth. The cell accumulation of carotenoids was directly proportional to NaCl and
inversely to nitrate molarities, as observed at the end of the experimented period.
Under carotenogenic conditions a higher DNA and cell protein content was found
when compared to the alga cultivated in the control media. This inductive state
decreased the cell biosynthesis of chlorophylls (a and b). The obtained results
suggest the need of maintaining a level DNA and protein to realize de novo
carotenoids synthesis, wich reflects the genetic control of carotenogenic process.
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ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO, PROTEINA Y PIGMENTOS DURANTE LA
CAROTENOGENESIS INDUCIDA EN UNA NUEVA CEPA DE Dunaliella salina
(CHLOROPHYTA), AISLADA DE UNA LAGUNA HIPERSALINA DE BAJA
CALIFORNIA.

I. INTRODUCCION

La biotecnologia es una ciencia interdisciplinaria que integra los
conocimientos de bioquimica, biologia molecular, genética e ingenieria, al estudio
y aprovechamiento de los organismos o de sus componentes. Esta definicion
incluye a los productos y procesos resultantes de las técnicas de manipulacién

del ADN.

En tiempos recientes ha surgido una nueva area de la biotecnologia
orientada a la investigacion y explotacion de los organismos marinos: la
biotecnologia marina. Este campo es relativamente nuevo, comparado con la
biotecnologia "tradicional" (no-marina) (Attaway, 1989). En paises en desarrollo,
la biotecnologia marina puede ayudar a resolver, de acuerdo a los propios
recursos naturales y financieros, algunos de sus problemas mas apremiantes,
tales como el manejo de enfermedades, suministro de alimentos y control de la
contaminacion. De acuerdo a esto, es de esperarse que los paises elijan distintas
estrategias para el desarrollo de la biotecnologia marina en base al analisis de

sus propias necesidades, ventajas y oportunidades (Baker, 1989).

En este contexto surge la biotecnologia microalgal, cuya aplicacion en
paises como Australia, Israel y E.U.A., ha permitido obtener una amplia gama de

productos quimicos finos, pigmentos, proteina unicelular, aceites y polisacaridos



de importancia econémica. Sin embargo, los rendimientos de los metabolitos no
siempre han sido los deseados, ya que las condiciones que fomentan la sintesis
de algunos productos, inhiben la acumulacion de otros e incluso el crecimiento
celular. La aplicacion de las metodologias modernas de la biotecnologia permitira

una mejor caracterizacion y optimizacion de los recursos.

Entre las microalgas con interés biotecnolégico cabe destacar a Dunaliella
(Chlorophyta, Volvocales), alga unicelular de forma ovoide, de 4-10 um de ancho
y de 6-15 um de largo. La caracteristica morfoldgica principal de este género es la
ausencia de una pared celular polisacarida rigida. La célula es un protoplasto
natural, envuelta tan sdlo por una membrana delgada elastica conocida con el
nombre de periplasto (Ben-Amotz y Avron, 1980). Esta estructura le permite al
organismo cambios rapidos en la forma y volumen celulares en respuesta a

diferencias osméticas externas (Ben-Amotz y Avron, 1983a).

Recientemente, el interés por esta microalga se ha incrementado debido a
que crece en ambientes extremos de temperatura y salinidad, lo cual facilita
enormemente el desarrollo de cultivos monoespecificos (Borowitzka, Moulton y
Borowitzka, 1986), aparte de acumular productos de importancia quimica como el
glicerol, servir como fuente considerable de proteina para otros organismos y

producir metabolitos de alto valor agregado, como el -caroteno.

Ben-Amotz y Avron (1980, 1983a) establecen que Dunaliella puede

producir fotosintéticamente glicerol en concentraciones de hasta un 80% de su



peso seco para balancear la gran presion osmoética a que es sujeta la célula en

ambientes hipersalinos.

En acuicultura, se ha hecho extensivo el uso de Dunaliella como alimento
para peces, moluscos y crustaceos en cultivo, dada su excelente digeribilidad por
carecer de una pared celular. Ademas, a los organismos cultivados les permite
generar una coloracion atractiva para el consumidor y, lo mas importante, aporta
un alto contenido proteico (50-60% y 30% del peso seco) en el caso de células
cultivadas en condiciones normales y carotenogénicas, respectivamente (Ben-
Amotz y Avron, 1980). De acuerdo con Ben-Amotz y Avron, 1982 y Thomas y
Dumas, 1970 (citados por: Borowitzka y Borowitzka, 1988) el contenido de
proteina de esta microalga es mas alto en los primeros estadios de crecimiento y

decae conforme el cultivo envejece.

Una de las especies mas estudiadas del género Dunaliella es sin duda D.
salina. Entre sus pigmentos adumulados, los de mayor importancia econédmica son
los carotenoides, especialmente el R-caroteno, molécula compuesta de 40 atomos
de carbono. Este pigmento es accesorio del aparato fotosintético de plantas
verdes y algas, de color naranja (Borowitzka, Borowitzka y Moulton, 1984) que
juega un papel importante en la proteccion de las clorofilas contra la fotooxidacion
producida por las altas irradiancias a las que el alga normalmente esta expuesta
en ambientes naturales (Ben-Amotz y Avron, 1983b). Entre las aplicaciones
actuales del R-caroteno sobresale su uso como colorante alimenticio, ademas de

ser importante en la industria farmacéutica y de salud por ser precursor de la



vitamina A, atributo utilizado también en determinados productos de la

cosmetologia moderna (Bauernfeind, 1981).

El B-caroteno puede presentarse en las formas estereo-isoméricas: 15-cis
R-caroteno (10% del total de R-caroteno), 9-cis R-caroteno (41%) y All-trans R-
caroteno (42%) (Ben-Amotz y Avron, 1982; Ben-Amotz y Shaish, 1992). Ademas
de este terpeno, Dunaliella contiene las clorofilas a y b, y acumula en menor
cantidad, de entre otros carotenoides, a la Iuteina, pigmento también de

importancia comercial (Borowitzka y Borowitzka, 1988).

D. salina y D. bardawil se consideran las fuentes naturales mas abundantes
de R-caroteno (Aasen, Eimhjellen y Liaaen-Jensen, 1969; Ben-Amotz y Avron,
1980). No obstante, Borowitzka, Borowitzka y Moulton (1984) propusieron que la
especie D. bardawil aislada en el Mar Muerto, en Israel, podria bien ajustarse a la
descripcion de D. salina Teodoresco. La propiedad carotenogénica de esta ultima
especie ha sido estudiada por diversos autores (Loeblich, 1982; Ben-Amotz y
Avron, 1983b; Shaish, Ben-Amotz y Avron, 1991; Cifuentes et al., 1992). Massyuk
y Radchenko (1970, citados por: Ben-Amotz y Avron, 1980), Loeblich (1982) y
Borowitzka, Borowitzka y Moulton (1984) han determinado que cuando estas
microalgas crecen en condiciones no-inductivas, los niveles normales de [-
caroteno representan aproximadamente el 0.3% del peso seco algal; sin embargo,
en situaciones que inducen la acumulaciéon masiva de este pigmento, los valores
pueden ser superiores al 6% de su peso seco. Algunas de estas condiciones

carotenogénicas incluyen altas concentraciones de NaCl (mayores a 2.5 M),



deficiencias de nutrientes (NO3-1, SO42, POg43) e intensidades luminosas

elevadas (300 uM quanta m-2 s-1).

Cuando se provoca choque salino o limitacion de nutrientes en este
organismo sucede un aumento en la produccion del B-caroteno, acompariado de
una reduccion del crecimiento a nivel celular. EI cambio celular provocado por la
carotenogénesis natural e inducida, mediante altas salinidades (> 2.5 M) y
deficiencia en nutrientes, podria ser el resultado de alteraciones a nivel de acidos
nucleicos y proteinas. El estudio del efecto del proceso carotenogénico sobre el
contenido en acidos nucleicos y proteinas algales es informacién basica
importante para fines de manejo y optimizacién de la cepa. Los logros obtenidos
en la presente investigacion podrian marcar lineamientos para la caracterizacion
de este proceso orientado hacia el aislamiento de genes responsables y asi
manipular la produccién del metabolito. Sin embargo, la literatura sobre la biologia
molecular del proceso carotenogénico en D. salina es escasa. Algunos autores
(Lers, Biener y Zamir, 1990; Zamir, 1992) han postulado la existencia de un gen
(cbr. "relativo a la biosintesis de carotenos") relacionado al proceso
carotenogénico en mutantes de D. bardawil. Lers, Bien y Zamir (1990) afirman
que la carotenogénesis inducida por altas irradiancias en esta especie, requiere la
transcripciéon y traduccion de novo y, por lo tanto, la activacion de genes
relacionados. Los cambios en el nivel de proteinas en D. salina, inducidos
mediante altas salinidades (> 3 M) (Sadka, Himmelhock y Zamir, 1991), se reflejan
directamente en alteraciones a nivel del acido ribonucleico y desoxiribonucleico
(ARN y ADN). La adicion de NaCl al medio de cultivo de dos especies de

cianobacterias (algas azul-verdes) redujo la tasa de crecimiento e indujo cambios



en los contenidos de acidos nucleicos: en una especie disminuyd el contenido de
ARN y ADN, mientras que en la otra el ARN se incrementd y no hubo cambios en
ADN (Hagemann y Wittenburg, 1989). Ademas de los efectos del NaCl sobre la
concentracién de proteinas y acidos nucleicos en microalgas, existen también

otros factores como luz y nutrientes que afectan a dichos componentes celulares.

A pesar de los avances logrados, son escasas las investigaciones sobre la
determinacion de acidos nucleicos durante la carotenogénesis inducida mediante
estrés salino y limitacidn de nitrato en D. salina. Esta informacion es fundamental
como una primera aproximacion a la biologia molecular de esta microalga para
posteriores estudios de manipulacion genética y optimizacion del proceso
carotenogénico, tanto en cepas ya conocidas, como en aquellas de reciente

aislamiento, tal y como es el caso del presente estudio.

Es importante considerar también que si se quiere desarrollar a futuro una
cepa de D. salina excepcionalmente carotenogénica en nuestro pais, deben
evaluarse preferencialmente las cepas autdctonas que estan ya adaptadas a

condiciones especificas de temperatura, salinidad e irradiancia.

Dunaliella salina se ha identificado en Yavaros, Sonora (Ortega-Salas y
Martinez, 1987), en la "Laguna Figueroa", Baja California (Stolz, 1984) y en la
salina "Punta Colorada", Baja California Sur (Loeblich, 1982). La cepa asilada de
este ultimo sitio se encuentra actualmente en la coleccion de algas de la
Universidad de Texas en Austin, Texas, E. U. A, bajo la clasificacion UTEX 1644
(Starr y Zeikus, 1987). Ademas, Del Castillo (1988) ha informado de una forma



celular semejante a Dunaliella en "La Salina", Baja California, 30 Km al norte de

Ensenada, B.C.

A pesar de la existencia de ambientes propicios para la presencia de esta

especie en México, se carece de estudios orientados hacia el aprovechamiento

biotecnoldgico de esta microalga.



Il. OBJETIVOS

ll. 1. Objetivo general.

Evaluar el efecto de la salinidad (NaCl) y concentracién de nitrato sobre la
carotenogénesis y su relacién con proteinas y acido desoxiribonucleico en una
nueva cepa de Dunaliella salina, aislada de la laguna hipersalina "La Salina", Baja

California.

Il. 2. Objetivos especificos.

- Identificar y aislar una nueva cepa de Dunaliella salina.

- Inducir la carotenogénesis en D. salina, mediante limitacion de nitrato y
exceso de NaCl.

- Evaluar el crecimiento logistico de D. salina durante la carotenogénesis

- Cuantificar la concentracion de clorofilas y carotenoides de D. salina en
condiciones carotenogeénicas.

- Determinar el contenido de proteina total de D. salina en medios
carotenogénicos.

- Estimar los niveles de acido desoxiribonucleico de D. salina en
carotenogénesis.

- Formular un modelo que relacione las variables estudiadas para predecir

el rendimiento celular de carotenoides en la cepa asilada de D. salina.



lll. MATERIALES Y METODOS

lil. 1. Prospeccion.

lll. 1. 1. Localizacion del area de estudio.

Este estudio se realizé en la laguna hipersalina denominada "La Salina",
en el estado de Baja California, México, a los 35° 05' latitud norte y 118° 40'
longitud oeste (figura1). El principal acceso a la zona es por la carretera escénica
Ensenada-Tijuana. A la fecha de realizacién del presente trabajo, esta laguna
estaba separada del océano adyacente mediante depdsitos de arena y dividida en
secciones este y oeste por la carretera antes citada. Ambas partes cubrian un
area superficial de 33.2 ha y una capacidad maxima de 216,072 m3. Del Castillo
(1988) menciona que la profundidad promedio de este cuerpo de agua era de

0.62 + 0.24 m.

Actualmente, en |la zona de estudio se realizan trabajos de construccion de
una marina, por lo cual la descripcion geografica del area se restringe al periodo

de esta investigacion (1993-1994).

Esta laguna presentaba, hasta antes de su modificacién actual, un régimen
de desecacion anual en época seca, lo cual propiciaba un incremento gradual en

salinidades desde 150 ppm hasta saturaciéon de sal (aprox. 350 ppm).
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lll. 1. 2. Muestreo.

Se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado, siguiendo la metodologia
propuesta por Sournia (1978) para obtener material bioldgico representativo de
las diversas condiciones micro-ambientales del cuerpo de agua principal y sus
pozas circundantes (figura 2). En cada zona de muestreo se colect6 un litro de
agua para su observacion in vivo al microscopio y su posterior procesamiento
para el aislamiento de la cepa. Las muestras obtenidas fueron analizadas por
separado, de acuerdo a su origen y coloraciéon. Las estimaciones de pH,
salinidad, temperatura e irradiancia se realizaron por separado para cada sitio de

muestreo.

lll. 2. Aislamiento e identificacion de Dunaliella salina.

lll. 2. 1. Aislamiento.

El aislamiento de las cepas (figura 3) se logré siguiendo en forma
secuencial los métodos: (1) gradiente de salinidad; (2) centrifugacion diferencial;

(3) pipeta capilar al microscopio; (4) cultivo en medio sélido.

(1) Gradiente de salinidad: Las muestras fueron sometidas a un constante
aumento de salinidad, elevando la concentracién en 5% cada tercer dia, desde
agua de mar (10% NacCl) hasta llegar al punto de saturacién (35% NaCl). De esta

manera se separaron especies en funcion de su tolerancia a la salinidad.

11
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(2) Centrifugacion diferencial: Las muestras resultantes de la etapa anterior
fueron llevadas a pasos secuenciales de centrifugacion para separar, de acuerdo
a su peso, halobacterias, microalgas y protozoarios. Inicialmente las muestras se
centrifugaron a 80 x g, desechandose la fraccidbn sobrenadante que contenia
principalmente bacterias. El soélido precipitado que contenia las algas y
protozoarios se resuspendié en medio liquido estéril y se procedié nuevamente a
su centrifugacion. Este procedimiento de lavado se repiti® en tres ocasiones.
Posteriormente, la fuerza centrifuga se incrementé a 150 y 300 x g con el fin de

separar la fraccion algal de los protozoarios.

(3) Pipeta capilar al microscopio: La fraccidén de microalgas del paso anterior fue
colocada en portaobjetos excavados para su observacion y aislamiento al
microscopio. Para lograr esto, se capilarizdé a la flama una pipeta Pasteur para
seleccionar al microscopio las células que presentaban mas vigor, inferido en

funcién de su movimiento.

(4) Cultivo en medio solido: Las microalgas aisladas se sembraron en medio
sélido con agar al 1.5%, siguiendo la formulacion propuesta por Ben-Amotz

(1975) y modificado por Ben-Amotz y Avron (1983a).

Los cultivos asi obtenidos fueron escalados ulteriormente en medio liquido,

para su posterior evaluacion.

14



lll. 2. 2. Identificacion de la especie.

El material biolégico obtenido se analizé en un microscopio compuesto. Se
observaron dos tipos de células con las caracteristicas morfolégicas del género
Dunaliella: dos flagelos apicales, un cloroplasto en forma de tasa ocupando casi

3/4 partes del organismo y ausencia de pared celular.

Para identificar a Dunaliella salina se diseid un experimento (dos
tratamientos, con tres réplicas) para producir cambios bioquimicos en las cepas
aisladas y caracterizar la especie en cuestion sobre la base de esta informacion.
El tratamiento control consisti6 en mantener la cepa a una salinidad de 10% de
NaCl, mientras que la salinidad se elevd instantdneamente en el experimental
hasta saturacién (aprox. 35% NaCl). Las unidades experimentales fueron
matraces de 250 ml, con volumen funcional de 50 ml. La irradiancia se mantuvo
en 150 uE s~1 m2 las 24 horas del dia. La temperatura fluctué alrededor de 29 +
4° C. Se evalu6 diariamente el crecimiento en numero de células por mililitro
mediante observacion directa al microscopio, tal y como se describe en la seccion
I1l.4 "Evaluacién de crecimiento”. Al final de la fase de crecimiento exponencial
(26 dias) se estimo la proporcion de carotenoides a clorofila a, debido a que esta

relacidon define a la especie D. salina (Loeblich, 1982).

El registro optico de las células de D. salina cultivadas en el medio control
y en condiciones carotenogénicas se realizdO mediante impresion fotografica

paralelamente a los analisis bioquimicos y espectroscépicos de pigmentos.

15



lll. 3. Condiciones experimentales.

lll. 3. 1. Condiciones de cultivo.

Una vez identificada a la microalga como Dunaliella salina, ésta se cultivd
en matraces Erlenmeyer de 500 ml, pero con volumen practico de 250 ml. Se
utilizé el sistema de cultivo estatico (cerrado) y unialgal. La temperatura se
mantuvo alrededor de 29 + 4° C y un fotoperiodo de 12 horas luz / 12 horas
obscuridad, para inducir la sincronia celular. La irradiancia de los cultivos se fijo

en 150 pE s-1Tm2.

Como fue citado con anterioridad, el medio de cultivo utilizado fue
propuesto originalmente por Ben-Amotz en 1975, modificado por Ben-Amotz y
Avron en 1983a y finalmente desarrollado en este trabajo de acuerdo a la

formulacién presentada en la tabla |.

El pH del medio se ajustd a 7.5, previo a su esterilizacion en autoclave, a

una temperatura de 121 °C y una presién de 1.05 kg/cm?2, durante 20 minutos.

lil. 3. 2. Induccidn a la carotenogénesis.

El cutlivo de la microalga se escalé hasta un volumen de 18 litros, el cual
fue posteriormente centrifugado hasta lograr un indculo altamente concentrado de
células. Este concentrado celular se dividié en 18 partes iguales para inocular con

él otras tantas unidades experimentales, distribuidas en 6 tratamientos, con tres

16



Tabla |. Medio de cultivo utilizado, modificado de Ben-Amotz (1975) y Ben-
Amotz y Avron (1983a).

REACTIVO CONC. FINAL
KNO3 5mM *
NaCl 17 M *
MgS0O4:7H20 5 mM
KHoPO4 0.2 mM
FeCl3 1.5 M
FeNa-EDTA 30 uM
H3BO3 7 uM
MnCl+4H20 0.8 uM
ZnClp 0.8 uM
CoCl2 0.02 pM
CuClp 02 M
CaCl»+*2H,0 0.3 uM

* Esta molaridad fue para el mantenimiento de las cepas. Las concentraciones

experimentales se describen en "Materiales y métodos".



réplicas cada uno, de acuerdo al arreglo matricial presentado en la tabla |l: dos

salinidades (15 y 25 % NaCl) x 3 concentraciones de nitrato (5.0, 2.75 y 0.5 mM).

En cada uno de los seis tratamientos se evalud la carotenogénesis,
ademas de los pigmentos clorofila a y clorofila b, crecimiento, proteina total, acido

desoxiribonucleico y acido ribonucleico.

lil. 4. Evaluacion de crecimiento.

La estimacion de densidad de los cultivos se realizd6 mediante conteo
celular con un hematocitometro de 0.1 mm de profundidad, de acuerdo a lo
descrito por Guillard (1973) y Paniagua-Michel et al. (1989). Para ello, las
muestras tomadas diariamente fueron fijadas con Lugol, siguiendo la solucién de
Uterméhl (Guillard, 1973). El calculo de biomasa se practic6 de acuerdo a la

ecuacion de crecimiento logistico (curva sigmoidal) presentada por Schoen, 1988:

Bt, = Bt, e

donde: Bt = Biomasa (No. de células) al tiempo t,

Bt, = Biomasa medida al tiempo t,

e Base de los logaritmos naturales

Tasa de crecimiento

m
t

Intervalo de tiempo entre observaciones (t: - t )

18



Tabla Il. Tratamientos experimentales formados por la combinacién de tres

distintas concentraciones de nitrato y dos diferentes salinidades. Cada

tratamiento fue experimentado con tres réplicas.

SALINIDAD ( % )

NITRATO (mM) 15 25
5.0 A1 A2
2.75 B1 B2
0.5 C1 c2




La tasa de crecimiento p (divisiones por dia) se estimé durante la fase de
crecimiento exponencial (Cifuentes et al., 1992). El valor inverso de p representa
el tiempo de duplicacion de la poblacion o tiempo de generacion en dias (Guillard,

1973).

Para evaluar el crecimiento en el segundo experimento se establecid la
relacion lineal entre numero de células y densidad 6ptica, mediante una curva de
calibracion, realizando lecturas en el espectrofotometro a 678 nm (Sorokin,
1973). Esta longitud de onda fue corroborada como el pico maximo de absorcion
de la clorofila a in vivo mediante un barrido continuo (de 400 a 700 nm) en un
espectrofotometro marca Elyptica de 2 nm de ancho de banda. La curva asi
obtenida se muestra en la figura 4, cuya ecuacién es: Y = - 584571E-9 +

7.71378E-7 X (r2=0.9999; F = 7.518E013, p < 0.001).

lll. 5. Analisis bioquimicos.

lil. 5. 1. Analisis de pigmentos.

Se obtuvieron 10 ml de cada cultivo experimental y el control durante 20
dias, cada dos, para proceder a la determinacion de los maximos de absorcion
pigmentaria. El volumen colectado se centrifug6 a 1600 x g para descartar el
sobrenadante. El precipitado resultante se sometié a extraccion acetonica (90%
vlv en agua), utilizando MgCO; (Jensen, 1978) como amortiguador para retardar
el rompimiento de la clorofila (Sterman, 1988). Los maximos de absorcién de las

clorofilas a'y b y carotenoides de los extractos de algas se determinaron mediante
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registro continuo de la absorciéon en la ventana 6ptica del visible, es decir, entre

400 y 700 nm (figura 5).

La cuantificacion de las clorofilas (a y b) y carotenoides totales fue
realizada utilizando los registros de absorbencia (A) obtenidos anteriormente y en
concordancia con las metodologias propuestas por Strickland y Parsons (1972) y

Sterman (1988), de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
Clor.a = 1193 A4, - 1.93 Agy
Clor.b = 20.36 Agy; - 5.50 Aggs
Carot. = 4.0 A,

Estos pigmentos se obtienen en pug/ml, cuando se usan celdas de 1 cm de

recorrido de luz.
lll. 5. 2. Determinacion de proteinas totales.

Para la cuantificacién de proteina celular se colectaron 5 ml de cultivo,
cada 2 dias, durante el periodo de crecimiento ensayado. Estas muestras fueron
inmediatamente congeladas a -80°C para evitar interferencias debidas a
proteolisis y otros procesos bioquimicos. Después de recuperar las células de
Dunaliella de cada tratamiento experimental, se sometieron al procedimiento de

extraccion acetonica al 90% (v/v en agua) para evitar interferencias por

22
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pigmentos. La extraccion proteica se realizé con acido tricloroacético (TCA) 0.37M
y desoxicolato de sodio (DOC) 3.6 mM, de acuerdo a lo propuesto por Clayton et

al. (1988).

Para la estimacion proteica se aplico la metodologia de tincion de proteinas
con el colorante azul brillante de Coomassie propuesta por Bradford (1976), ya
que es mucho mas sensible para la deteccion de concentraciones bajas de
proteina (Kochert, 1978) con respecto al método tradicional de Lowry ef al. (1951),
ademas de ser mas rapida y de que no se afecta por compuestos no-proteicos del
fitoplancton marino (Berges, Fisher y Harrison, 1993). De acuerdo a lo propuesto
por estos autores, como proteina estandar se empled albumina de suero de
bovino (ABS), debido a que es la mas apropiada para la determinacion de
proteina algal por el método Bradford. Las estimaciones de proteina se reatizaron
mediante lecturas de absorbencia (595 nm) de los extractos de cada muestra
previamente tratada. Los valores de proteina fueron estimados en base a la curva
de calibracién presentada en la figura 6, cuya ecuacion de prediccion es: Y =

0.362077 + 0.0405491 X (r2=0.9974; F = 3842.434, p < 0.001).

Ill. 5. 3. Cuantificacion de acidos nucleicos.

Se congelaron 5 ml de muestra de cada tratamiento a -80°C durante todo el

periodo experimental, con el fin de detener toda actividad bioquimica que pudiese

afectar el analisis posterior de acidos nucleicos.
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La extraccion de ADN y ARN se hizo homogenizando las muestras en una
solucién amortiguadora de pH en base a Tris-Ca2*, pH 7.5 y 0-4 °C, debido a que
estas condiciones son las mas propicias para precipitar los acidos nucleicos;
después, se procedieron a centrifugar los homogenizados a 2000 x g, durante 5
minutos. EI mismo amortiguador es usado también posteriormente para el analisis
fluorométrico de doble tincién propuesto por Berdalet y Dortch (1991) por ser esta
una técnica mas simple y sensible que el método basado en el bromuro de etidio
(Thoresen et al., 1983). Los fluorocromos utilizados fueron: Hoechst 33258®, que
reacciona especificamente con ADN, y anaranjado de tiazol®, que permite la
estimacién de acidos nucléicos totales. Esta técnica exige tres curvas de
calibracion: (a) acido desoxiribonucleico, con base en el colorante Hoechst 33258
y tomando como estandar al ADN tipo | (D-5101) de timo de becerro, suministrado
por la empresa de productos quimicos SIGMA (St. Louis, MO. USA), cuya
ecuacion resultante fue: Y = 10.05 + 7.8861 X (r2 =0.9925; F = 132.36, p <
0.05), con escala del espectrofluorofotometro (Shimadzu RF-540) x2 a la
ordenada (figura 7), (b) acido desoxiribonucleico, con base en el colorante
anaranjado de tiazol y el mismo estandar de ADN antes citado (figura 8), cuya
ecuacion de prediccion resulté: 'Y =14 + 067576 X (r2 = 0.9523; F =
59.8534, p < 0.005), con escala del espectrofluorofotometro x4 a la ordenada; y
(c) acido ribonucleico, con base en el colorante anaranjado de tiazol y tomando
como estandar al ARN tipo lll (R-7125) de levadura de pan suministrado también
por SIGMA (figura 9), con ecuacién: Y = 0.64 + 0.385321 X (r2=0.9498; F =
56.73242, p < 0.005)
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Ill. 6. Analisis estadisticos.

Las pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homocedasticidad
(Levene) fueron aplicadas mediante el programa estadistico computacional

"Sigma-Stat".

A los datos de crecimiento del primer experimento (para la identificacion de
la especie) se les aplicé una prueba no-paramétrica de Mann-Whitney, mientras
que a los valores de carotenoides se les aplicd una "t de student”. Ambas pruebas

fueron realizadas de acuerdo a Sokal y Rohlf (1988).

Los resultados del segundo experimento fueron analizados de acuerdo a
Zar (1984) mediante analisis de varianza de 2 vias de clasificacion, modelo puro-

fijo, con el paquete estadistico "Statgraphics", version 4.0.

Para evaluar la relaciéon entre las variables, especialmente para encontrar
un modelo predictivo para carotenoides totales, se ejecutdé una prueba de
regresion lineal multiple hacia adelante ("forward") en la utileria estadistica

"Statgraphics".
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Iv. RESULTADOS

IV. 1. Prospeccion y aislamiento.

La tabla lll muestra los principales parametros fisico-quimicos estimados

en el muestreo realizado en las cinco estaciones de muestreo.

De la muestra proveniente de la estacion 2 se aisld una cepa. con
caracteristicas morfolégicas de Dunaliella, con fototaxis negativa, pero que no
sobrevive en medio salino saturado (aproximadamente 5 M NaCl), y que mantuvo
siempre su coloracion verde. Debido a estas propiedades, esta cepa podria
corresponder a Dunaliella viridis, por lo cual se procedid al analisis pigmentario

para corroborar esta hipotesis.

De la estacion 5 se aisld otra cepa de Dunaliella, pero que si sobrevive en
medio salino superior a 5 M NaCl, con fototaxis positiva y con una respuesta
notoria de cambio de color (de verde a amarillo y rojo) ante los incrementos de
salinidad a que fue sujeta. Por estas caracteristicas, esta cepa podria
corresponder a Dunaliella salina. Para corroborar la identificacion de la especie se
analizd la relacion carotenoides/clorofila a, en forma complementaria a las

observaciones morfologicas y de crecimiento.

Ambas cepas fueron depositadas en el cepario de especies de interés
biotecnolégico del Laboratorio de Biotecnologia Marina, bajo las claves BCO1 y

BCO02, respectivamente.
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Tabla Ill. Parametros fisico-quimicos de las cinco estaciones de muestreo de
"La Salina", B.C. (los valores entre paréntesis representan la desviacion

estandar de la estimacion).

EST. 1 EST. 2 EST. 3 EST. 4 EST. 5

MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA

(DESV. EST.) (DESV. EST.) (DESV. EST.) (DESV. EST.) (DESV. EST.)

SALINIDAD 160 165 162 172 196

() (1.41) (0.71) (1.77) (1.41) (4.95)
TEMPERAT. 22.5 22 22.5 22 23

(°c) (0.35) (0.35) (0.35) (0.71) (1.06)

pH 8.01 8.04 8.44 8.75 8.02
(0.08) (0.11) (0.24) (0.18) (0.01)

IRRADIANCIA 1730 1715 1730 1715 1730
(EsTm?) | (10.61) (3.54) (7.07) (7.07) (3.54)




Debido al objetivo del presente estudio, se eligidé la cepa que presentd
cambio en su coloracién y crecimiento en concentraciones salinas cercanas al
punto de saturacion, ya que estas caracteristicas son indicativas de la especie

carotenogénica de Dunaliella, tal y como se comprueba a continuacion.

IV. 2. Identificacion de la especie.

IV. 2. 1. Crecimiento.

La figura 10 muestra las diferencias altamente significativas (T=380, p <
0.001) encontradas al comparar el crecimiento entre ambos tratamientos (control
10% NaCl: p = 0.173, t = 5.78 y prueba 35% NaCl: p = 0.056, t = 17.915),
aplicados en Dunaliella cepa BC02. Se observo un crecimiento mayor en células

no sometidas a estrés salino.

IV. 2. 2. Proporcion carotenoides / clorofila a.

Al realizarse barridos continuos en la ventana dptica del visible (400-700
nm) para ambos tratamientos (figura11) se detectaron diferencias entre las
regiones de carotenoides (480 nm) y clorofila a (664 nm), con una "aparente"
mayor proporcion de carotenoides en el grupo control. Sin embargo, al normalizar
los datos con respecto al niumero de células por muestra (figura 12) se aprecia
exactamente lo contrario, es decir, la proporcion de carotenoides a clorofila a por

célula, es mucho mayor (t = - 50.49, p < 0.001) en el grupo de prueba (14.92), con
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respecto a la analizada en el control (2.22). Esta razén carotenoides/clorofila a
superior a 6 define al aislado Dunaliella BCO2 como la especie Dunaliella salina.
Todos los resultados descritos a continuacion corresponden a los analisis

realizados en esta especie.

La figura 13 muestra al alga cultivada en el medio control. La forma y
coloracién verde observada es caracteristica de la concentracion elevada en
clorofilas, como resultado del crecimiento celular en un medio rico en nutrientes.
La evolucién de la induccidn carotenogénica registrada en la figura 14 revela la
acumulacién progresiva de carotenoides en el cloroplasto debido a las altas
concentraciones en cloruro de sodio. El efecto se manifiesta como tonalidades
amarillo-naranja, cubriendo parcialmente el cloroplasto. El tamano celular se
incrementd como consecuencia de la acumulacién de sustancias de reserva,
principalmente almidén, conforme progresé el tiempo de exposicion del alga a las
condiciones de salinidad elevada del medio de cultivo. Esta influencia se observé
en la sintesis de carotenoides, que se identificd en la impresion fotografica como

una coloracién rojo-naranja mas intensa (figura 15).

IV. 3. Induccién a la carotenogénesis.

Para todos los resultados que a continuacidon se presentan debe

considerarse que los grados de libertad para los factores salinidad, nitrato y su

interaccién, fueron 1, 2 y 2, respectivamente.

37



38

Figura 13.'élulas de Dunaliella salina cultivadas en medio control (10% NaCl).

Figura 14. Células de Dunaliella salina en carotenogénesis intermedia
(6 pg carotenoides /célula) en medio al 35% NaCl.

Figura 15. Acm]mlacn miva de crotnoide (10 pg/célula)
en Dunaliella salina en medio al 35% NaCl.



IV. 3. 1. Crecimiento.

En la figura 16 se muestran las curvas de crecimiento total para los seis
tratamientos experimentales. De su analisis estadistico se deduce que hubo un
efecto altamente significativo de salinidad (F = 48.856, p < 0.001), pero no se
encontro influencia de nitrato (F = 0.984, p = 0.3773), ni de interaccién salinidad X
nitrato (F= 1.193, p = 0.3073). Cuando se desglosa el analisis por dias, se
encuentra que al séptimo dia (figura 17) los resultados de salinidad y nitrato
parecen ser semejantes al analisis global de crecimiento, es decir, un efecto
altamente predominante de salinidad (F = 1543, p < 0.001) y ninguna influencia
de nitrato (F = 1.913, p = 0.190). Sin embargo, en esta etapa empieza a hacerse
evidente (F = 5.756, p < 0.05) la interaccion entre ambos. Asi, al término del
experimento (figura 18), se mantiene la respuesta preponderante de salinidad (F =
373.2, p < 0.001), el efecto de nitrato se muestra también notablemente
significativo (F = 51.44, p < 0.001) y la interaccion se vuelve mas evidente (F =

45.725, p < 0.001).

IV. 3. 2. Pigmentos.

En la figura 19 se muestra la evolucion de la clorofila a durante toda la
etapa experimental. No obstante, para una mejor apreciacion de los resultados, el
analisis de los datos se dividio en dos etapas: al dia 7 y al final del experimento
(dia 18). En la tabla IV puede apreciarse que la accion de la salinidad, el nitrato y
su interaccion sobre la clorofila a se manifestoé tanto al dia 7 (figura 20), como en

la Ultima etapa del cultivo ( figura 21).
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Figura 16. Crecimiento de Dunaliella salina en los seis tratamientos diferentes durante la fase experimental.
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Tabla IV. Resultados de los analisis de varianza (valores "F") practicados a los
pigmentos de Dunaliella salina después de 7 y 18 dias de

experimentacion.

SALINIDAD (S) NITRATO (N) SxN
CLOROFILA a
DIA7 15.854 ** 10.066 ** 8.577 **
DIA 18 18.937 *** 25.935 *** 9.647 **
CLOROFILA b
DIA7 0.825 n.s. 1.170 n.s. 1.075 n.s.
DIA 18 13.091 ** 28.605 *** 14.978 ***
CAROTENOID.
DIA7 129.6 *** 3.160 n.s. 0.467 n.s.
DIA 18 84.844 *** 24.384 *** 4.470*
CAROT./CLOR. a
DIA7 74113 *** 2.145 n.s. 14.178 ***
DIA 18 2.047 n.s. 154.8 *** 52.489 ***
n.s. = no significativo *p<005 **p<0.01 ***p<0.001
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La evolucion del contenido en clorofila b durante la investigacién se
muestra en la figura 22. Su analisis por dias aparece en la tabla IV. Aqui se
observa que ningun efecto se presentd sobre la clorofila b al dia 7. Las influencias
de nitrato, salinidad y su interaccion se manifestaron al concluir la
experimentacion (figura 23). La proporcion clorofila a / clorofila b no se consideré
por separado (como indice fisiolégico), dado que su comportamiento fue similar al

descrito para la clorofila b.

La estimacion de la concentracidon celular de carotenoides totales durante
toda la fase experimental se muestran en la figura 24. Su analisis parcial por dias
(tabla IV) indica que solamente la influencia de la salinidad sobre los carotenoides
totales se observé en el dia 7 (figura 25). La accion combinada de salinidad y

nitrato se pesento al final de la investigacion (figura 26).

La informacién mas relevante de estos resultados es la progresion de la
proporcion de carotenoides a clorofila a (peso/peso), tal y como aparece en la
figura 27. En el analisis diario de estos pigmentos (tabla IV) resalta que al dia 7
(figura 28) s6lo se mostraron los efectos de salinidad y la interaccion salinidad x
nitrato sobre la proporcién de carotenoides a clorofila a, mientras que al dia 18
(figura 29) la influencia de salinidad desapareciod, pero se hizo evidente la accion
de nitrato. La interaccién sobre dicha proporcién prevalecié hasta el final del

experimento.
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Figura 22. Concentracién de clorofila "b"” en Dunaliella salina durante la fase experimental.
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Figura 25. Efecto de la salinidad y la concentracién de nitrato sobre el contenido de carotenoides en Dunaliella salina
después de 7 dias de cultivo.
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Figura 26. Efecto de la salinidad y la concentracién de nitrato sobre el contenido de carotenoides en Dunaliella salina
después de 18 dias de cultivo.
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Figura 27. Proporcién de carotenoides / clorofila "a" en Dunaliella salina durante la fase experimental.
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salina después de 7 dias de cultivo.
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Figura 29. Efecto de la salinidad y la concentracién de nitrato sobre la proporcién de carotenoides / clorofila "a" en
Dunaliella salina después de 18 dias de cultivo.
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Finalmente, es importante resaltar que la accién del nitrato no se detecto
en la mayoria de las variables analizadas (clorofila b, carotenoides y proporcion
carotenoides/clorofila a) en las primeras etapas estudiadas, sino sélo hasta el

final.

IV. 3. 3. Proteinas y acidos nucleicos.

La progresion del contenido en proteinas microalgales durante toda la fase
investigada se presenta en la figura 30. El andlisis diario la concentracion proteica
celular (tabla V) muestra que hubo diferencias muy significativas de la influencia
de las salinidades ensayadas en estos constituyentes algales después de 7
(figura 31) y 18 dias (figura 32). El efecto de nitrato sélo se evidencio al dia 18. En
ningun dia se pudo encontrar evidencia significativa de la interaccion entre

salinidad y nitrato.

La figura 33 presenta la evaluacion de acido desoxiribonucleico durante
todo el experimento. Si se analiza esta variables por dias (tabla V) se puede
también apreciar que los valores de ADN mostraron diferencias significativas por
efecto de salinidad, tanto al dia 7 (figura 34), como al dia 18 (figura 35). No se
pudo demostrar influencia de nitrato, ni de interaccion salinidad con nitrato sobre

esta variable.

El analisis general realizado sobre el contenido de acido ribonucleico en

Dunaliella salina se presenta en la figura 36. Sin embargo, el registro diario de
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Tabla V. Resultados de los analisis de varianza (valores '"F") de las

estimaciones de proteinas y acidos nucleicos después de 7 y 18 dias

de cultivo.
SALINIDAD (S) NITRATO (N) SxN
PROTEINA

DIA7 12.393 ** 0.392 n.s. 0.296 n.s.
DIA 18 12.703 ** 5.037 * 1.138 n.s.

ADN
DIA7 23.435 *** 2.414 n.s. 0.445 n.s.
DIA 18 8.881 * 1.540 n.s. 1.189 n.s.

ARN
DIA7 3.729 n.s. 0.654 n.s. 0.041 n.s.
DIA 18 0.228 n.s. 1.190 n.s. 0.514 n.s.

n.s. = no significativo *p<005 **p<0.01 **p<0.001
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Efecto de la salinidad y la concentracién de nitrato sobre el contenido proteico en Dunaliella salina depués de 7
dfas de cultivo.
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Figura 34. Efecto de la salinidad y concentracién de nitrato sobre el contenido de dcido desoxiribonucleico en Dunaliella

salina después de 7 dias de cultivo.
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Figura 35. Efecto de la salinidad y la concentracién de nitrato sobre el contenido de 4cido desoxiribonucleico en Dunaliella

salina después de 18 dias de culitivo.
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este acido nucleico no evidencié la accion de las condiciones experimentales

sobre este componente celular (tabla V).

IV. 3. 4. Relacion entre variables.

Se encontré una alta multicolinealidad entre las variables crecimiento,
proteina y &cido ribonucleico. Para predecir los carotenoides (CAROT.), se
consideraron en el modelo la variables: crecimiento (CREC.), clorofila a (CLOR.
a), clorofila b (CLOR. b) y acido desoxiribonucleico (ADN) (r2 = 0.637; p < 0.001).

Larelacién obtenida se presenta a continuacion:

CAROT. = 3.98 - 7.39E-6(CREC.) + 2.70(CLOR. a) - 4.30(CLOR. b) + 4.64(ADN)

65



V. DISCUSION

V. 1. Prospeccion y aislamiento.

Dunaliella salina se aislé del agua colectada en la estacion de muestreo V,
la cual mostré la salinidad mas alta (figura 2). Un afo posterior al estudio se
encontro en este mismo sitio la presencia de halita (forma mineralizada de cloruro
de sodio), como una prueba mas de la alta salinidad de este lugar. Otra evidencia
mas que corrobora la idoneidad del sitio de muestro, como fuente de Dunaliella
salina, es la coloracion roja del agua observada en un cuerpo de agua contiguo a
esta estacion (parte Oeste de la salina), lo cual representa una respuesta natural
carotenogénica de Dunaliella salina y halobacterias ante condiciones extremas de
salinidad y deficiencia en nutrientes (Massyuk, 1961; Borowitzka y Brown, 1974 y

Ben-Amotz y Avron, 1983b).

En este estudio se confirmd la suposicion hecha por Del Castillo (1988)

sobre la presencia de "formas semejantes a Dunaliella".

La identificaciéon de D. salina representa un registro nuevo de esta especie

en Baja California. Similar confirmacion para D. viridis se encuentra en proceso.
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V. 2. Identificacién de la especie.

V. 2. 1. Crecimiento.

Los resultados encontrados en este estudio confirman las investigaciones
de otros autores (Ben-Amotz y Avron, 1983b; Borowitzka, Borowitzka y Moulton,
1984), ya que conforme aumenta la concentracion de sal en el medio, el
crecimiento celular decrece. Tal pareciera que la célula utiliza su energia para el
mantenimiento de sus mecanismos bioquimicos para sobrevivir fisioldgicamente a
las condiciones adversas del medio, cesando o disminuyendo la division celular,
como resultado de la canalizacion de su energia hacia las funciones de

metabolismo basal.

V. 2. 2. Proporcién carotenoides / clorofila a.

En este estudio pudo comprobarse que existe una relacion inversa entre
biomasa celular y produccion de carotenoides, lo cual constituye el principal
dilema para la produccion comercial de R-caroteno (Borowitzka, Borowitzka y

Kessly, 1990).

La cepa registrada en nuestro laboratorio como BC02 cumple los requisitos
establecidos por Loeblich (1982) para ser considerada como Dunaliella salina, ya
que cambia su coloracion de verde a roja bajo condiciones de alta salinidad (> 25

% NaCl) y presenta una tasa de carotenoides/clorofila a de 15:1, que es mucho
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mayor de 6:1, la cual es la proporcidon minima establecida por esta autora para

definir a Dunaliella salina.

V. 3. Induccion a la carotenogénesis.

V. 3. 1. Crecimiento.

Los resultados de este segundo experimento son congruentes con los
datos de crecimiento del primer estudio de identificacion de la especie, es decir, a
mayor salinidad, menor densidad poblacional. E| efecto de las concentraciones
limitantes de nitrato ensayadas se manifestaron al final del experimento. En
acuerdo con Semenenko y Abdullaev (1980), Ben-Amotz y Avron (1983b) y
Borowitzka y Borowitzka (1988), el estrés por la carencia de nitrato produce una
respuesta semejante a la de la salinidad sobre el crecimiento microaigal. Se
esperaria que bajas concentraciones de nitrato produjeran menor crecimiento,
inclusive antes de entrar las células a la fase de cultivo exponencial, lo cual no se
observo. La razon de esto se explica debido a que el disefo original de la
investigacion contemplaba la limitacion de nitrato con base en un medio de cultivo
artificial preparado con agua destilada. No obstante, durante el desarrollo del
estudio se cambid la formulacién original empleando agua de mar natural, por
considerarse que asi las condiciones experimentales serian mas semejantes a lo
que sucede en la naturaleza y que, de igual forma, trata de simularse en las
plantas productoras de R-caroteno. De esta manera, debe considerarse que el

agua de mar empleada traia consigo una reserva natural de nitrato, el cual se
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agotd hasta la etapa final del experimento, cuando empez6 a evidenciarse el

efecto de nitrato en el metabolismo y fisiologia de D. salina.

V. 3. 2. Pigmentos.

Los resultados de la tabla IV muestran una tendencia similar al crecimiento
para la composicion de las microalgas en clorofila b, carotenoides y la proporcion
carotenoides/clorofila a. El efecto de salinidad se hizo patente durante todo el
experimento, pero la influencia de nitrato y su interaccion con salinidad sélo se
observo al final de la etapa experimental. La proporcion de carotenoides/clorofila
a fue baja en comparacion con los datos de otras investigaciones (Loeblich, 1982,
Ben-Amotz y Avron, 1983b; Borowitzka, Borowitzka y Kessly, 1990). La causa de
esto pudo ser la poca influencia limitante del nitrato, debido a la composicion
natural de este idn en el agua utilizada. Esto se corrobora del primer experimento,
en el cual se obtuvieron relaciones carotenoides/clorofila a superiores a las

mencionadas.

La clorofila a, si se le compara con carotenoides y clorofila b, se mostré
mas sensible al efecto de nitrato quizas por la gran influencia del nitrégeno en el
grupo de porfirina, en comparacion con carotenoides, y tal vez también por la
mayor proporcion de clorofila a, con respecto de la b. La clorofila a es uno de los
pigmentos mas afectados por cambios ambientales, especificamente nutrientes,

por ser parte estructural del fotosistema Il del aparato fotosintético de Dunaliella.
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Si se analiza conjuntamente la evolucién del crecimiento y la tasa de
carotenoides/clorofila a, puede postularse que después de 5-7 dias del choque
salino es el mejor periodo para obtener una relacién adecuada entre crecimiento
celular y produccion de carotenoides. Estos resultados son importantes para fines

de manejo de la especie orientada hacia la produccion comercial de -caroteno.

V. 3. 3. Proteinas y acidos nucleicos.

La carotenogénesis, representada por las células de Dunaliella salina en
estrés salino, estuvo caracterizada por una proporcion mayor de la fraccion
proteica. Para evitar una posible sobreestimacion de los valores de proteinas,
debido a la presencia de carotenoproteinas, se hizo una extraccion pigmentaria
previa. Aun asi, las células en medios hipersalinos mostraron siempre una mayor
concentracion de proteina. La razon de ésto pudo deberse al gran numero de
proteinas sintetizadas de novo exprofeso para hacer frente al estrés salino. Sin
embargo, no fue posible discernir el efecto de cada i6n carotenogénico
investigado por dos razones: (1) la propia técnica de evaluacion, ya que el
colorante azul brillante de Coomassie s6lo se adhiere a residuos de aminoacidos
principalmente basicos y aromaticos, lo que supondria quizas un incremento de
este tipo de residuos y no necesariamente de la proteina total; y/o (2) la
estimacion de proteina se hizo en unidades absolutas de peso, es decir, no se
considerd el porcentaje proteico sobre la base del peso seco, lo cual podria
indicar que la aparente mayor proporcion de proteina por célula carotenogénica

tal vez sea solo el reflejo de un mayor volumen celular de este tipo de células.
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Si se supone que los altos valores de proteina en células rojas realmente
reflejan los cambios bioquimicos que se desarrollan durante la carotenogénesis
plastidial, entonces deberia esperarse un reflejo de esto a nivel de acidos
nucleicos. Este efecto se observd como un incremento significativamente mayor
de acido desoxiribonucleico en células carotenogénicas, pero no se evidencié en
cambio alguno en el contenido en ARN. Sin embargo, la diferencia detectada
graficamente en esta ultima variable podria sugerir un decremento considerable
en células carotenogénicas. El no haber podido demostrar estadisticamente el
efecto sobre el ARN no significa que no exista. Esto pudo deberse a condiciones
de manipulacidon experimental en la evaluacion de este componente nucleico. La
investigacion se realiz6 con un producto comercial de anaranjado de tiazol,
destinada para la deteccidon de acidos nucleicos en reticulocitos y cuya
concentracion no se especifica en su presentacion. Actualmente, la venta del
anaranjado de tiazol en forma pura esta protegida por derecho de patente y la
exclusividad esta concedida a una compania de sondas moleculares de los
Estados Unidos de Norteamérica. Asi, la técnica se adapté a la respuesta
fluorométrica obtenida. Ademas, debe considerarse que la escala del
espectrofluorofotometro se cambié para poder evaluar la respuesta a la
fluorescencia del ARN, con respecto a la escala utilizada para el ADN. Lo anterior
impidi6 el calculo adecuado de ARN, por lo que los resultados hubieron de
presentarse so6lo en forma relativa como datos normalizados con respecto al valor

maximo obtenido.
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V. 3. 4. RELACION ENTRE VARIABLES.

Los resultados obtenidos presentan una relacién lineal entre crecimiento,
proteinas y acido ribonucleico, en concordancia con el dogma central de la
genética, aunque es sorprendente que el ADN no esté siendo incluido en esta

multicolinealidad.

El modelo resultante para predecir los carotenoides es susceptible de ser
mejorado, siempre y cuando se disponga de mayor informacién (tamafo de
muestra mas grande), ya que intervienen en €l muchas variables y el porcentaje
de variacién explicado por el mismo es relativamente bajo (r2 = 0.63), tal y como lo
mostré el analisis residual. Se sugiere un estudio mas exhaustivo orientado
exclusivamente a encontrar un mejor modelo predictivo basado en la utilizacién de
un menor numero de variables y de una mas facil y rapida estimacion en

laboratorio.
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VI. CONCLUSIONES

- Se presentan en este estudio dos registros nuevos de Dunaliella para la
zona de Baja California: una cepa carotenogénica identificada como D. salina y

una no carotenogeénica, que por sus caracteristicas pudiera ser D. viridis.

- La cepa aislada de D. salina presenta un gran potencial carotenogénico,
con proporciones de carotenoides/clorofila a 15:1, muy por encima del promedio
presentado en la literatura, tal y como se demostré con el experimento de

identificacion de la especie

- La biomasa esta en proporcion inversa a la produccion de carotenoides

en células estresadas en medio hipersalino.

- Se propone el periodo 5-7 dias posterior al estrés salino como el 6ptimo
para la cosecha de células con fines comerciales. Es en esta etapa en la cual se

da la mejor relacion entre biomasa y produccién de carotenoides.

- El proceso carotenogénico esta regulado genéticamente, lo cual pudo

evidenciarse a través de cambios a nivel ADN y proteinas totales.
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