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Resumen del avance de la tesis que presenta Brianda Andrade Moreno como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.
Efecto de la irradiancia en la composicion bioquimica de las diatomeas Amphora helenensis y Nitzschia

thermalis f. curta

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sdnchez Saavedra
Directora de tesis

En las microalgas, la alteracién de factores ambientales como la irradiancia influye en el proceso de la
fotosintesis, modifica el crecimiento y metabolismo de las células y produce cambio en la composicién
bioquimica. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la irradiancia en el crecimiento y la
composicion bioquimica de las diatomeas Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis. Se realizaron
cultivos monoespecificos de cada especie de diatomea y se mantuvieron por triplicado con cinco niveles
de irradiancia (50, 100, 150, 200 y 250 umol m™2 s71). Durante la fase exponencial y estacionaria, se evalué
el crecimiento, la composicidon bioquimica a través de métodos espectrofotométricos, la actividad
fotosintética por fluorescencia de la clorofila y la composicidn de acidos grasos por cromatografia de gases.
En N. thermalis f. curta la tasa de crecimiento incrementd en los mayores valores de irradiancias y durante
la fase exponencial aumentd el peso orgénico. Para N. thermalis f. curta la irradiancia de 200 pmol m2s?
produjo los mayores contenidos de proteinas en la fase estacionaria, mientras que los mayores contenidos
de los carbohidratos y lipidos se presentaron durante la fase exponencial. El contenido de clorofilaay ¢
de N. thermalis f. curta incrementaron en las bajas irradiancias en la fase estacionaria, mientras que el
contenido de carotenos aumentd con las altas irradiancias en la fase estacionaria. Para N. thermalis f. curta
los mayores valores de la eficiencia fotosintética (a) se encontraron en la irradiancia de 50 pmol m=2s71,
para el indice de saturacién luminica (l) en 250 pmol m~2 s™ 1 y para la tasa maxima de transporte de
electrones (ETRmax) €n 200 y 250 pmol m~2 s~ . En los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) para N.
thermalis f. curta el acido graso mas abundante fue el 4cido eicosapentaenoico (EPA) que incrementd su
contenido en la fase estacionaria, sin embargo, no hubo diferencias por efecto de la irradiancia. Para A.
helenensis los bajos valores de irradiancia incrementaron la densidad celular y la tasa de crecimiento, sin
embargo, el peso seco organico no se modificd por efecto de la irradiancia, pero si se incrementé en la
fase estacionaria. En A. helenensis en la fase estacionaria se incrementé el contenido de proteinas en
irradiancias de 50 y 150 pmol m™ s, mientras que el contenido de carbohidratos aumentd en la
irradiancia de 100 pumol m™ st en la fase exponencial y el contenido de lipidos se incrementé en la
irradiancia de 150 umol m™2 s en la fase exponencial. Para A. helenensis el contenido de clorofila a y de
carotenos se incrementaron en las bajas irradiancias en la fase estacionaria. Para A. helenensis los valores
mayores de o se presentaron en la fase exponencial en la irradiancia de 50 pmol m=2 s™%, para Ix de 150
umol m~2 s~y para ETRmax de 250 pmol m~2 5™, El mayor contenido de PUFAs en A. helenensis se presentd
con el EPA, que fue mayor en la fase exponencial y no se presentaron diferencias debido a la irradiancia.
En conclusion, el crecimiento, la composicion proximal, los pigmentos y los pardmetros fotosintéticos de
Nitzschia thermalis . curta y Amphora helenensis se modifican por efecto de la irradiancia y por la fase de
crecimiento, con una interaccién entre ambos factores; mientras que los acidos grasos poliinsaturados de
mayor importancia en la nutricidn acuicola se modifican principalmente debido a la fase de crecimiento.

Palabras clave: Diatomeas, acidos grasos poliinsaturados, crecimiento, composicion proximal,
fotosintesis, pigmentos.



Abstract of the thesis presented by Brianda Andrade Moreno as a partial requirement to obtain the
Master in Science degree in Aquaculture.

Effect of irradiance on the biochemical composition of diatoms Amphora helenensis and Nitzschia
thermalis f. curta

Abstract approved by:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Thesis director

In microalgae, the alteration of environmental factors such as irradiance influences the photosynthesis
process, modify the growth and metabolism of cells and changes the biochemical composition. this
research had the objective of evaluating the effect of irradiance on the growth and biochemical
composition of the diatoms Nitzschia thermalis f. curta and Amphora helenensis. Monospecific cultures of
each diatom species were maintained in triplicate withijn five irradiance levels (50, 100, 150, 200, and 250
umol m™2 s71). During the exponential and stationary growth phase, the biochemical composition was
evaluated through spectrophotometric methods, photosynthetic activity by fluorescence of chlorophyll,
and fatty acid composition by gas chromatography. In N. thermalis f. curta, the higher irradiances levels
increased the growth rate and, in the exponential phase, the organic weight increase. For N. thermalis f.
curta the irradiance of 200 umol m? s produced the highest protein contents in the stationary growth
phase, while carbohydrates and lipids contents were higher at the exponential growth phase. The
chlorophyll a and c contents of N. thermalis f. curta increased in the low irradiances in the stationary
growth phase, while the carotene content increased with the high irradiances in the stationary growth
phase. For N. thermalis f. curta the highest photosynthetic efficiency (a) values were in the in 50 umol m~
2571 for light saturation index (k) in 250 pumol m™2s™%, and for maximum electron transport rate (ETRmax)
in 200 and 250 pmol m™2 s~ 1. In polyunsaturated fatty acids (PUFAs) for N. thermalis f. curta the most
abundant fatty acid was ecoicasapentaenoic acid (EPA), which increased its content in the stationary
growth phase; however, no differences were obtained due to the effect of irradiance. For A. helenensis,
the low irradiance values increased the cell density and the growth rate; however, the organic dry weight
did not change due to the irradiance level used, but it did increase in the stationary growth phase. In A.
helenensis, at the stationary growth phase produced an increase in proteins content at 50 and 150 umol
m 2 s 1 while carbohydrates content increased at 100 pmol m ~2's ! at exponential growth phase, and
the lipids content increased at irradiance levels of 150 pmol m 2 s in the exponential growth phase. For
A. helenensis, the content of chlorophyll a and carotenes increased at low irradiances in the stationary
growth phase. For A. helenensis the highest values of a were obtained in the exponential growth phase at
50 pmol m~2 571, for I at 150 umol m 72 s 7%, and ETRmax were in 250 umol m~2 s™1. The highest PUFAs
content in A. helenensis was presented in the EPA, which was higher in the exponential phase, and without
differences due to the irradiance level. In conclusion, the growth, proximal composition, pigments, and
photosynthetic parameters of Nitzschia thermalis f. curta and Amphora helenensis are modified by the
effect of irradiance level and by the growth phase, with an interaction between both factors; the most
important polyunsaturated fatty acids in aquaculture nutrition are modified mainly due to the growth
phase.

Keywords: Diatoms, polyunsaturated fatty acids, growth, proximal composition, photosynthesis,
pigments.
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Capitulo 1. Introduccidn

Las microalgas conforman un grupo de organismos diverso, que tienen la capacidad de realizar el proceso
de la fotosintesis, que a grandes rasgos consiste en la transformacion de energia luminica en energia
guimica (Barsanti y Gualteri, 2014). Son productores primarios de la cadena trdfica, por lo que son de gran
importancia ecolégica en los diferentes ambientes en los que se viven (Garcia-Romeral et al., 2017). Las
microalgas tienen diversas aplicaciones tecnoldgicas, tales como aporte de aceites industriales,
biorremediacidn, produccién de biocombustibles, asi como en la obtencién de productos de interés en Ia

industria farmacéutica, biotecnoldgica, cosmecéutica y acuicola (Barsanti y Gualteri, 2014).

El amplio uso de las microalgas es debido a que tienen la capacidad de producir y acumular diversos
compuestos, entre ellos, pigmentos, biomoléculas como proteinas, carbohidratos y lipidos, ademas de
diversos componentes bioactivos que poseen un alto valor econémico (Barsanti y Gualteri, 2014). En la
acuicultura las microalgas tienen un papel muy importante y son de gran interés, ya que se utilizan en
diversas actividades en el drea de nutricidn. Estos microorganismos son usados como alimento vivo para
moluscos y en algunas etapas del desarrollo de peces y crustaceos, ademas de emplearse para enriquecer
alimento vivo (artemias y rotiferos) a causa del alto contenido de proteinas y lipidos de algunas especies

(Barsanti y Gualteri, 2014; Garcia-Romeral et al., 2017).

Existe una gran variedad de especies de microalgas en México; sin embargo, el estudio del aislamiento y
caracterizacién de nuevas especies es limitado (Hernandez-Becerril, 2014). Por lo anterior es necesario
realizar investigacion con el fin de evaluar el potencial de las especies de microalgas presentes en el pais

para usos en la biotecnologia, farmacéutica y en la acuicultura (Jiménez-Valera, 2016).

Las diatomeas son un grupo de microalgas eucariotas, formadas generalmente por una célula, pero en
ciertos casos pueden crear aglomeraciones en forma de colonias. Las diatomeas se caracterizan por tener
una cubierta de silice y dos valvas con el nombre de frastula, son un grupo abundante del fitoplancton
marino y son responsables de aproximadamente el 40% de la fijacién del carbono en los océanos. Dentro
de la diversidad de diatomeas existen especies planctdnicas suspendidas en la columna de agua y otras

gue son bentdnicas y viven adheridas a un sustrato (Soler-Onis, 2015).

Ademas de su importancia ecoldgica, las diatomeas son de gran valor en la acuicultura ya que poseen la
capacidad de acumular diversos componentes bioquimicos como los lipidos y los acidos grasos

poliinsaturados que son requeridos en la alimentacién de organismos acuicolas (Leal et al., 2010). Las



diatomeas son habitualmente utilizadas como alimento vivo, para moluscos bivalvos en todas sus etapas
de vida, y en crustaceos y peces, durante la etapa larvaria. Las diatomeas son usadas para la alimentacion

de zooplancton como rotiferos, copépodos y artemias (Rodriguez-Nuiez et al., 2015).

Las diatomeas bentdnicas son un grupo de microalgas de gran importancia ecoldgica y con aplicaciones en
diversas industrias ya que se compone de variedad de especies, estrategias, formas de vida y gran
diversidad de ambientes (Zhang et al., 2019). Este grupo de microalgas son indicadores de impacto
ambiental y a causa de su importancia ecoldgica, sirven como estimadores de la riqueza de areas naturales
protegidas (Siqueiros-Beltrones et al., 2017). Entre los géneros mas conocidos de diatomeas y con amplio

uso en la acuicultura se encuentran Navicula, Nitzschia y Amphora (Siqueiros, 1994; Leal et al., 2010).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Factores que intervienen en composicion bioquimica de microalgas

El crecimiento y la composicién bioquimica de las microalgas es regulado por diversos parametros
ambientales y de entre ellos destacan la temperatura, la salinidad, la disponibilidad de nutrientes, la
calidad y cantidad de luz, asi como la concentracién de CO,. Estos factores pueden modificar el
metabolismo de las microalgas y por lo tanto también la sintesis y acumulacién de las macromoléculas
(Juneja y Murphy, 2013; Barsanti y Gualteri, 2014; Sayanova et al., 2017; Conceicdo et al., 2020;). La
temperatura es uno de los factores ambientales que tienen mayor influencia en el crecimiento y
composicion de las microalgas, ya que esta relacionada con la actividad enzimatica y la tasa metabdlica, y
su variacion puede modificar el grado de insaturacion de los acidos grasos de la membrana celular (Lynch
y Thompson, 1982; Ingebrigtsen y Hansen, 2015). Otro de los parametros ambientales de gran relevancia
es la disponibilidad de nutrientes ya que el nitrégeno, fésforo y carbono son elementos que determinan
el crecimiento celular y metabolismo de las microalgas (Juneja y Murphy, 2013; Ghosh et al., 2019; Huang

etal., 2019; Li et al., 2019).

La luz se considera un pardmetro ambiental determinante para el crecimiento de las microalgas, ya que
los organismos fotosintéticos requieren llevar a cabo el proceso de sintesis de la glucosa partir de energia
de la luz (Barsanti y Gualteri, 2014). La fotosintesis se compone de dos procesos concatenados, la fase

luminosa y el Ciclo de Calvin-Benson. Para que la primera etapa de la fotosintesis se lleve a cabo, se



requiere de la incidencia de luz sobre la membrana de los tilacoides, donde se encuentran contenidos los
pigmentos fotosintéticos. Cuando la luz incide, los pigmentos cosechadores (carotenoides y ficobilinas)
transportan la energia por medio de un mecanismo de resonancia al complejo proteico llamado centro de
reaccién, donde en la parte central hay una molécula porfirica, la clorofila a que es la encargada de excitar
los centros de reaccién y asi dar comienzo con la fase luminosa, que es un proceso de transportacion
energética por medio de excitacién de complejos proteicos transmembranales. Por lo tanto, si la luz no
estd presente no se puede llevar a cabo la sintesis de compuestos organicos ya que no hay energia para
que sucedan las reacciones de la fotosintesis que terminan en la conversién de hidrégeno (H) libre en
moléculas almacenadoras de energia, principalmente NADH+ y ATP (Taiz y Zeiger, 2002; Blankenship,

2014).

La luz es un fendmeno fisico que consiste en la interaccidn de particulas subatdmicas libres de masa
llamadas fotones, que tienen comportamiento de onda y de particula. Para propdsitos de crecimiento de
algas, puede estudiarse mediante dos componentes fundamentales, la irradiancia y la composicién
espectral, por lo que al modificarse estas variables causan alteraciones en la actividad fotosintética, en el
metabolismo y en consecuencia en el crecimiento y en la composicion bioquimica de las microalgas (Taiz

y Zeiger, 2002; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002; Blankenship, 2014).

1.1.2 Cambios en la composicion bioquimica de las microalgas inducidos por la irradiancia

Las microalgas habitan diversos ambientes, por lo que son sometidas a diferentes niveles en la intensidad
de luz o irradiancia. Debido a las variaciones en la cantidad de luz que reciben en el medio ambientes
natural, tienen la capacidad de modificar vias metabdlicas, otras caracteristicas fisioldgicas y estructurales
para hacer frente a las condiciones de estrés ambiental por la luz. A este proceso de respuesta a la luz, se
le conoce como fotoaclimatacién y es también realizado por las plantas superiores (Barsanti y Gualteri,

2014; Taiz y Zeiger, 2002).

Al modificar la irradiancia se producen cambios en la fotosintesis, en la produccién de pigmentos y por lo
tanto en el crecimiento y en la composicion bioquimica de las microalgas (Thompson, 1996; Khotimchenko
y Yakovleva, 2005). La capacidad de adaptacidn de las células de microalgas a los cambios luminicos puede
variar entre especies, esto dependera del ambiente en el que viven, las caracteristicas del aparato

fotosintético y del tipo de pigmentos. Se ha descrito para la especie de diatomea bentdnica Gyrosigma



subsalinum, una tasa maxima de crecimiento a 11.4 umol m™2 s, y la inhibicién de crecimiento a partir de

!, mientras que para Odontella litigiosa el crecimiento maximo a una irradiancia de

los 100 umol m™2 s~
~100 umol m™2s7! y la inhibicidn de crecimiento en irradiancias mayores a 150 umol m™2 s (Longhi et al.,
2003). En Chaetoceros gracilis se ha descrito una mayor densidad de células a irradiancia de 100 umol
m2 s~ con respecto de 30 y 60 pmol m? s7%, mientras que en Chaetoceros constrictus se obtuvo mayor

tasa de crecimiento a mayor nivel irradiancia (100 pmol m?2 s™) (Gonzéalez et al., 2019).

En la diatomea Phaeodactylum tricornutum se reportd por Chrismadha y Borowitzka (1994) que el
contenido celular de proteinas incrementd al utilizar las mayores irradiancias de 286 y 1712 pmol m=2 s7!
con respecto de 56 y 212 umol m™ s! y en los carbohidtratos el contenido celular aumentd en las
irradiancias mayores al adicionar 5% de CO,. En el caso de la produccion de lipidos y de acidos grasos
poliinsaturados, un estudio realizado con Pavlova lutheri, indicé un contenido de lipidos de 132.5 pg-cel?
a irradiancia de 120 pmol m™ s™%, en comparacién con 50.8 pg-cel resultado del cultivo a 75 umol m™2 s~
!, Se encontré un mayor porcentaje de DHA (4cido docosahexaenoico) de 7.44 + 0.70 a un nivel de
irradiancia de 120 pmol m™ s™%, comparativamente con el valor de 4.54 + 0.06 obtenido a 70 umol m=2s™*
(Carvalho y Malcata, 2005). En Entomoneis paludosa y Nitzschia alexandrina se documento la estimulacion

257 en comparacidn a lo obtenido para

de la produccién de lipidos en irradiancias entre 100 y 400 umol m
Staurosira sp. donde se estimulé la sintesis de carbohidratos a los mismos valores de irradiancia (Cointet

et al., 2019).

Para el contenido de pigmentos se ha reportado que Nitzschia palea incrementd la produccion de
carotenoides con respecto al aumento de la irradiancia, al utilizar intensidades de luz de 40, 75, 100, 200,
300 y 500 umol m™ s7* segu lo descrito por Willemoes y Mona (1991). En el contenido de clorofila a se
registré una disminucién al utilizar irradiancias de 40 umol m= s™* (1.02 pmol 10°cél ) a 200 umol m=2 s~
1(0.43 umol 10° cél ). En otra investigacion realizada por Conceicdo et al. (2020) para Phaeodactylum
tricornutum se obtuvo que al tercer dia de cultivo el contenido de clorofila a (67.19 mg g™) y ¢ (15.1 mg

g™!) fue mayor al utilizar irradiancia de 150 pmol m™2 s~ con respecto de 750 pmol m=2 s,

Con respecto a los parametros de eficiencia luminica de la fotosintesis, en Amphora cf. coffeaeformis se
registré que a altas temperaturas (30 a 50 °C) y niveles altos de irradiancia (500 a 1100 umol m™ s7}), se
reduce la cantidad efectiva de rendimiento (Fv/Fm) que es definida como la eficiencia cuantica para operar
por parte del fotosistema Il (Salleh y McMinn, 2011). En una investigacion realizada por Torres et al. (2014)

se identificé para Amphora cf. Coffeaeformis y Phaeodactylum tricornutum una irradiancia de saturacién



luminica (lk) mayor al realizarse los cultivos en invernaderos (luz solar) con respecto a la incubadora (40

pumol m™2s7).

1.1.3 Efecto de la composicion espectral en el cultivo de microalgas

Ademas de la irradiancia, la composicidn espectral de la luz es también un factor importante en el cultivo
de microalgas, ya que se ha descrito puede modificar el crecimiento y la composiciéon bioquimica de los
organismos fotosintéticos (Abalde et al., 1997; Sanchez-Saavedra et al., 2015 ). En la fotosintesis no todos
los espectros de la luz pueden ser utilizados, ya que los diferentes pigmentos fotosintéticos tienen un
espectro de absorcion en una longitud de onda especifica, a esta porcion que puede ser obsorbida por los

pigmentos se denomina energia fotosintéticamente utilizable (PUR) (Blankenship, 2014).

La luz blanca es una mezcla de las longitues onda de los colores del arcoiris que van de los 400 a los 700
nm. Se ha reportado para la Haptofita Tisochrysis lutea la mayor produccion de carbohidratos y de acido
eicosapentaenoico (EPA) en la fase exponencial del crecimiento al utilizar luz blanca con respecto a la luz
azul, luz roja y luz verde (Sanchez-Saavedra et al., 2015). En las diatomeas se registré para Amphora sp.
que la longitud de onda de la luz modifica el crecimiento y la composicidon proximal y se reportd la mayor
produccién de proteinas en la luz blanca en comparacion con la luz roja, verde, amarilla, azul y GroLux
(Romero-Romero, 2015). Para Nitzschia thermalis y Nitzschia laevis cepa 1 se ha reportado un incremento
de la irradiancia de saturacién (l) y el contenido de clorofila ¢ y carotenoides al utilizar luz blanca con

respecto a la luz azul (Mercado et al., 2004).

1.1.4 Caracteristicas de los componentes bioquimicos en microalgas

Los principales componentes bioquimicos de las microalgas son las proteinas, lipidos y carbohidratos que
constituyen aproximadamente el 90% del peso seco total y en menor medida los acidos nucleicos,
vitaminas y cenizas, sin embargo, su contenido puede variar debido a factores ambientales (Brown et al.,

1989; Abalde et al., 1995).



Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de aminoacidos y pueden estar compuestas de
20 aminoacidos diferentes, estas moléculas son esenciales para la célula ya que constituyen parte de la
magquinaria y estructura celular (McKee y McKee, 2003). Las microalgas se caracterizan por tener
contenidos elevados de proteinas (~¥50% del peso seco total), razén por la cual se han utilizado en la
nutricion animal y humana. El valor de las proteinas en el ambito de la nutricion esta determinado en gran
parte por la composicién de aminoacidos que tiene, ya que algunos aminoacidos no pueden ser digeridos

y absorbidos por los organismos que las consumen (Abalde et al., 1995).

Los carbohidratos son moléculas orgdnicas formadas principalmente de carbono, hidrégeno y oxigeno que
se producen durante el proceso de la fotosintesis y que sirven de reserva de energia, componentes
estructurales y precursores de otras moléculas para la célula (McKee y McKee, 2003). En las microalgas los
carbohidratos no son los componentes mas abundantes, sin embargo, tienen un contenido importante,
aproximado del 5-23%. Los polisacaridos presentes en las microalgas tienen una composicién variable
donde la glucosa es generalmente el componente mas abundante (21-87%), y pueden acumularse como
reserva energética en diversas formas, la mas comun de ellas en las diatomas es la crisolaminarina (Brown

etal., 1989; Abalde et al., 1995; Brown et al., 1997).

Los pigmentos son moléculas de origen lipidico que estan presentes en las plantas superiores y algas, éstos
compuestos son necesarias en el proceso de la fotosintesis para la captacién de luz y la fotoproteccion del
aparato fotosintético (Taiz y Zeiger, 2002; McKee y McKee, 2002; Blankenship, 2014). Los principales
pigmentos presentes en las microalgas son las clorofilas, los carotenoides y las ficobilinas (cianobacterias
y algas rojas), sin embargo, el tipo de pigmento puede variar de acuerdo con el grupo de microalga (Brown
et al., 1989). La clorofila es un pigmento de color verde formado por un anillo de porfirina y una cadena
hidréfoba de fitol, y son moléculas especializadas en la absorcién de la luz que impulsan directamente las
reacciones fotoquimicas. En las diatomeas estan presentes la clorofila a, que tiene dos picos de absorcion
del espectro electromagnético del 400 al 500 nm y del 600 al 700 nm y la clorofila c que es un pigmento
accesorio para la captacion de la luz. Los carotenoides son moléculas isoprenoides de color anaranjado
que sirven como accesorios en la captacion de luz y protegen el aparato fotosintético del exceso de luzy
que tienen un pico de absorcion del espectro visible de 400 a 540 nm. En las diatomeas los carotenoides
mas comunes son el B-caroteno tipico en la mayoria de los organismos fotosintéticos y otros mas

complejos como la fucoxantina y diadinoxantina (Abalde et al. 1995; Taiz y Zeiger, 2002).

Los lipidos son biomoléculas caracterizadas por ser solubles en solventes apolares, pero no en agua. Se

clasifican esencialmente en triagliceroles, acidos grasos y sus derivados, ceras, fosfolipidos, esfingolipidos



e isoprenoides. Al ser un grupo heterogéneo de moléculas orgdnicas, tienen diversas funciones y pueden
actuar como reserva de energia, componentes estructurales celulares, sefializadores quimicos, y algunos

otros tipos de lipidos actuan como parte estructural de vitaminas y pigmentos (Mckee y Mckee, 2003).

Los 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI), también llamados PUFA (por sus siglas en inglés; Polyunsaturated
fatty acids), son aquellos que presentan al menos dos enlaces dobles en sus dtomos de carbono, a
diferencia de los acidos grasos saturados que no contienen dobles enlaces y los monoinsaturados que
presentan solo un doble enlace en su estructura quimica (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015). Los AGPI
se clasifican en Omega-3, Omega-6 y Omega-9, de acuerdo al sitio donde se encuentra el primer doble

enlace en la cadena de carbonos desde el extremo metilo (Sahena et al., 2009).

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga son esenciales en la alimentacién de peces y otros
organismos en cultivo, ademds de estar relacionados con la salud humana, ya que forman parte de la
membrana celular, y son participes en sistemas de sefalizacion que se llevan a cabo en las células
(Hinzpeter et al., 2006). Los AGPI de mayor importancia bioldgica se encuentran en los grupos omega-3,
como el 4cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) y omega-6, a donde pertenece el

acido araquiddnico (ARA) (Sahena et al., 2009).

1.1.5 Alternativas de produccidn de lipidos

El principal aporte de acidos grasos omega-3 es el aceite de pescado de origen marino (Hinzpeter et al.,
2006). La utilizacion de estos aceites esta asociado con algunas problematicas, como la contaminaciéon con
metales pesados, la variacion en la composicion, asi como la disponibilidad de los organismos de donde
son obtenidos debido al declive de las pesquerias (Leal-Medina et al., 2017; Charles et al., 2019) La
cantidad de acidos grasos que pueden ser extraidos de un pez depende de la especie, de sus habitos

alimenticios, época del afio y region geografica (Bonilla y Hoyos, 2018).

El consumo de pescado y sus derivados ha incrementado y con ello la demanda de 4cidos grasos esenciales
para cubrir las necesidades del sector acuicola por lo que se busca obtener acidos grasos poliinsaturados
a partir de otros medios para poder solventar la demanda tanto en acuicultura como en nutricién humana
(Chakraborty y Raj, 2007). Desafortunadamente el aporte de lipidos no es abundante a causa

principalmente del declive de la actividad pesquera por la sobreexplotacion de los recursos, motivo por el



cual es importante el desarrollo biotecnoldgico para generar alternativas en la produccién de AGPI, para

su uso en nutricion humana vy en la acuicultura (Valenzuela et al., 2014).

Entre las alternativas para la produccion de AGPI se encuentra el aceite de krill, tipicamente obtenido a
partir de Euphasia superba (Valenzuela et al., 2014). El aceite resultante es considerado rico en omega-3,
por contener altas proporciones de EPA y DHA, que a su vez, son de gran interés econdmico por sus

propiedades nutricionales en la alimentacion humana y animal (Valenzuela et al., 2014).

Resultado de diversas investigaciones, se ha destacado el potencial de microalgas como suplementos
alimenticios, por sus importantes componentes bioquimicos para la nutricion humana y animal, entre los
se encuentran aminoacidos, pigmentos, acidos grasos esenciales, vitaminas y polisacaridos (Kent et al.,
2015; Charles et al., 2019; Rao et al., 2020). Algunas microalgas alteran sus rutas metabdlicas para la
sintesis lipidica ante estrés ambiental, almacenan lipidos en la célula, principalmente triglicéridos, para
lograr sobrevivir a los factores estresantes (Sharma et al., 2012). Los lipidos sirven como proteccion para
el fotosistema evitando el estrés fotooxidativo, que surge a partir de la formacién de especies reactivas
del oxigeno (De Jaeger et al., 2014). Por estos motivos, las microalgas pueden llegar a producir grandes
proporciones de AGPI de hasta el 20-50% del peso seco (Sharma et al., 2012), especificamente de EPA y
DHA, por lo que es una alternativa para la produccién de acidos grasos del tipo omega-3 y otros acidos

grasos esenciales (Hinzpeter et al., 2006; Rao et al., 2020).

1.1.6 Importancia de diatomeas en nutricién acuicola

Las diatomeas son microorganismos que tienen la capacidad de adaptarse a las condiciones ambientales
adversas, presentando diversas estrategias fisioldgicas a través de los cuales logran sobrevivir,
principalmente ante deficiencias nutricionales, cambios en la temperatura, salinidad e intensidad
luminosa. Uno de los productos que las diatomeas sintetizan ante condiciones adversas son los lipidos,

entre otras biomoléculas (Sharma et al., 2012; Cobos-Ruiz et al., 2016).

Las diatomeas se utilizan como alimento vivo para organismos en cultivo, se usan en forma de pastas y
harinas, debido a que poseen altos contenidos de proteinas, lipidos, carbohidratos y otros componentes

bioquimicos. Ademas de la calidad nutricional de la biomasa de las diatomeas, la buena digestibilidad de



sus componentes, asi como un buen perfil de aminodcidos, las hace también parte esencial de un

adecuado suministro de proteinas para los organismos en cultivo (Garcia-Romeral et al., 2017).

El tamafo celular en las diatomeas es también una caracteristica importante para poder ser utilizadas
como alimento vivo en la acuicultura, ya que debe ser apropiado para poder ser ingeridas, en el caso de
organismos filtradores se recomienda un tamafo de célula de 1-15 um y en herbivoros de 10-100 um
(Jeffrey et al., 1992). Por este motivo las diatomeas han sido utilizadas como alimento durante las
primeras etapas de vida de diversas especies de abuldn (Searcy-Bernal et al., 1992), asi como de otros
organismos en cultivo como los moluscos durante todo su ciclo de vida, en estadios larvales de crustaceos

y en peces (Miller-Feuga et al., 2007; Barsanti y Gualteri, 2014).

1.1.7 Requerimientos de componentes bioquimicos en acuicultura

Las proteinas son componentes necesarios en la dieta de los organismos acuicolas ya que son una
excelente fuente de nitrégeno y aminodcidos esenciales. Los requerimientos de proteinas varian en
funcidn de diversos factores como la edad del organismo, el ambiente en el que habita e incluso, factores
genéticos. Se ha descrito que las larvas de moluscos requieren un contenido de proteinas del 30 al 60%
del peso seco de las microalgas que consumen, para los crustaceos de 30 al 50% en diversos estadios de
vida y para los peces el contenido de proteinas necesario en la dieta es del 40 al 60% (De Pauw y Persoone,

1988; Brown et al., 1989).

Los carbohidratos no son los componentes de mayor importancia en la dieta de los organismos acuicolas,
sin embargo, se requieren para reducir costos en la alimentacion, ya que son el constituyente mas barato
de la dieta. En los moluscos se ha descrito que un contenido del 5 al 30% de carbohidratos en las microalgas
tiene resultados favorables en el crecimiento y en el caso de crustaceos y peces se ha reportado buen

crecimiento de 15-25% (Enright et al., 1986; Brown et al., 1989; Abalde et al., 1995).

Los lipidos forman parte importante de la dieta en peces, ya que aportan dcidos grasos esenciales y
contribuyen al transporte de vitaminas solubles en grasas. Los lipidos constituyen al rededor del 7-15% de
su alimento en etapa adulta (Craig y Helfrich, 2009), mientras que en la etapa larvaria las microdietas estan
compuestas tipicamente de 10-20%, y en las micro encapsuladas de hasta un 35% (Lazo et al., 2000; Andrés

y Aguilera, 2009). Ademas de la adicion de lipidos, es necesario agregar AGPI en las dietas de estos
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organismos para mantener el funcionamiento adecuado de los tejidos y para actuar como precursores de

prostaglandinas y elementos hormonales de vital importancia en peces (Dionicio-Acedo et al., 2017).

Los requerimientos tanto de lipidos y de acidos grasos de los peces pueden variar de acuerdo a la etapa
de desarrollo y al ambiente que habitan; si son marinos o dulceacuicolas (Oliva-Teles, 2012). En el caso de
peces marinos, se ha documentado que es necesario adicionar acidos grasos omega-3 en un aproximado
de 0.5-2.0% de la dieta seca, constituidos principalmente por EPA y DHA (Craig y Helfrich, 2009). Los peces
marinos no tienen la capacidad de producir omega-3 propiamente, al carecer de recursos enzimaticos para
realizar el alargamiento y la saturacidén de otros acidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico, a
partir del cual, se pueden obtener acidos grasos altamente insaturados como el EPA y DHA (Oliva-Teles,

2012).

Esto no sucede con los peces de agua dulce, ya que cuentan con la enzima delta-5-desaturasa que les
permite llevar a cabo la conversidn, pero no pueden producir dcido linoleico y por consecuencia requieren

adicionarlo en el alimento, en un aproximado de 0.5-1.5% de la dieta seca (Craig y Helfrich, 2009).

En el grupo de moluscos, especificamente en el abulén que es un recurso de importancia econdmica
acuicola, se ha descrito que los lipidos representan tipicamente de 1.5-5.3% de su dieta, aunque los
requerimientos pueden variar en funcion del tamafio del organismo y la etapa de desarrollo (Mau y Jha,
2018). En crustaceos, la diferencia en crecimiento se evidencia a partir del porcentaje de lipidos que son
adicionados en la dieta, entre otros factores, caso del camardn donde el mayor crecimiento se obtiene de
dietas que contienen de 5-6%, mientras que el crecimiento retardado se observa al adicionar mas del 10%

(National Research Council, 2011).

1.1.8 Caracteristicas de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis

El género de las diatomeas Nitzschia esta ampliamente distribuido, con mds de 600 especies descritas que
pueden habitar en diversos ambientes tanto marinos, dulceacuicolas y es comun encontrarlas en aguas
contaminadas con residuos organicos y en sitios con altas concentraciones de nitrégeno organico. Debido
a su tolerancia a las aguas contaminadas es comunmente utilizada como indicador ambiental.

Generalmente las diatomeas de Nitzschia tienen un una forma alargada, delgada y rigida pero algunas
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especies pueden ser ovoides, se encuentran como células individuales, pero también pueden llegar a

formar colonias (Lowe, 2003).

Las numerosas especies que constituyen el género Nitzschia tienen una gran variedad de formas vy
caracteristicas taxondmicas que hacen complicada su identificacion. Ademas, algunas especies pueden
producir dcido domoico, una sustancia neurotéxica para los humanos, ademas de otras sustancias como
compuestos halogenados (Lowe, 2003). También se ha descrito para algunas especies de Nitzschia la
produccién elevada de lipidos y especialmente de acidos grasos poliinsaturados, donde uno de los mas
abundantes y de mayor importancia es el acido eicosapentaenoico (EPA) (Wen y Chen, 2003; Chen et al.
2007; Demirel et al., 2017). Ademas, se ha reportado que Nitzschia sp. puede producir proteinas con
potencial para utilizarse como antioxidantes (Alzahrani et al., 2017) y Nitzschia laevis para producir el
pigmento fucoxantina y 4acido eicosapentaenoico (EPA) (Lu et al., 2019). Debido a su composicion
bioquimica y a su rapido crecimiento, las especies de Nitzschia se han utilizado para la alimentacién de

diversos organismos acuicolas (Chen et al., 2007).

Una de las especies con potencial en la produccién de acidos grasos es Nitzschia thermalis f. curta, una
diatomea que habita en el bentos marino, aislada de la region de Baja California. En un estudio realizado
por Jiménez-Valera (2016) se evalud su composicion bioquimica y se caracterizé por un alto contenido del
acido graso docosahexaenoico (DHA: 3%) y una alta relacidon de EPA: DHA (0.2) que correspondio a los
mayores valores de las 21 especies de microalgas aisladas y estudiadas en dicha investigacién. Ademas,
presentd un contenido de carbohidratos (5.1%) dentro del rango descrito para la utilizacién de microalgas
como alimento en la acuicultura (5-30%) segun Brown et al. (1989) y una tasa de crecimiento de 1.02
divisiones dia ! y que correspondié a una de las mayores en las 16 especies de diatomeas estudiadas por

Jiménez-Valera (2016).

El género Amphora es un grupo abundante y heterogéneo de diatomeas que se distribuye en ambientes
dulceacuicolas y marinos y que cominmente habitan en comunidades microbentdnicas, y son epifitas por
lo que pueden adherirse fuertemente al sustrato (Kociolek y Spaulding, 2003). Las diatomeas
pertenecientes al género Amphora son regularmente utilizadas en la acuicultura, debido a sus
caracteristicas como tamano celular, tasa de crecimiento, biomasa, valor nutricional y tolerancia a diversas
condiciones ambientales (Meril et al., 2019). Se ha descrito que Amphora sp. produce un contenido
elevado de polifenoles, clorofila a, carotenoides y acidos grasos poliinsaturados, entre otros compuestos

bioactivos que pueden ser utilizados en diversas industrias (Boukhris et al., 2017).



12

La especie Amphora helenensis pertenece al grupo de las diatomeas bentdnicas, tiene morfologia rafida y
pennada y se distribuye en ambientes principalmente marinos. Se tiene registro de la presencia de
Amphora helenensis en Europa, Sudafrica, Canadd y Oceania, asi como recientemente fue encontrada en

la regién de Baja California y Baja California Sur (Jiménez-Valera, 2016; Lépez-Fuerte et al., 2019).

La diatomea Amphora helenensis posee caracteristicas que la hacen una buena opcidn para su uso
biotecnoldgico: rdpido crecimiento y tiempo de duplicacidon, ademdas de ser sencilla de cultivar y de
cosechar (Meril et al., 2019). Diversas especies del género Amphora se han utilizado también en
acuicultura como alimento vivo y para la produccién de sustancias de importancia acuicola, como lo son
los componentes bioquimicos (Meril et al., 2019). Se ha descrito también la utilizacion de Amphora
helenensis en cultivos del erizo de mar Lytechinus variegatus ya que ayuda beneficia el crecimiento de los
organismos (Gibbs et al., 2009; Gibbs et al., 2015). Amphora helenensis fue aislada de Ensenada, Baja
California por Jiménez-Valera (2016) y se describi6 como una buena opcion para ser utilizada en la
acuicultura debido a su rapido crecimiento, tamafio adecuado y alta produccién de biomasa, ademas por
tener un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados (60.7%). Esta especie resulto tener el mayor
valor del acido graso eicosapentaenoico (EPA: 39.6%) de entre las 21 especies estudiadas en dicha

investigacion.

1.2 Justificacion

Debido a la importancia que tienen las microalgas para la biotecnologia y acuicultura, es de gran interés
obtener informacidn de estos organismos, con el fin de utilizarlos como alternativas para la produccién de
biomoléculas, compuestos bioactivos y pigmentos que puedan ser Utiles en la nutricién humanay acuicola.
A causa del al aumento en la demanda de productos obtenidos a partir de peces marinos, como el aceite
de pescado y el declive de las pesquerias registrado a partir la década de los 90’s (FAO, 2002), es de gran
relevancia estudiar especies de diatomeas bentdnicas locales que permitan obtener recursos de gran valor
como los acidos grasos poliinsaturados y otros componentes bioquimicos. El utilizar especies de
microalgas aisladas de la zona geografica en donde seran utilizadas, tienen la ventaja de que estan

adaptados a las condiciones ambientales de la regidn y ademas evitard la introduccion de especies.

Conocer el efecto que tiene la irradiancia en la composicidon bioquimica, en la tasa de crecimiento y en la

actividad fotosintética de diatomeas bentdnicas de Baja California, permitird acrecentar el acervo
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bioldgico de las especies de microalgas locales con potencial en biotecnologia y acuicultura,

particularmente en la produccidn de acidos grasos poliinsaturados.

Por lo anterior, se estudiardn las diatomeas Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis que son
aisladas de la regién de Baja California, y sus cultivos se mantendran a distintos niveles de irradiancia con
el fin de adquirir informacidn sobre las mejores condiciones de intensidad de luz para obtener mayor

produccién de biomasa y acidos grasos poliinsaturados.

1.3 Hipotesis

1. La tasa de crecimiento de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis se incrementara al

mantener los cultivos a un mayor nivel de irradiancia (250 umol m=2s™).

2. El contenido de proteinas, lipidos, la eficiencia de fotosintesis, el indice de saturacion luminicay
el contenido total de acidos grasos poliinsaturados tendrdn una relacién directa con el nivel de la

irradiancia en los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis.

3. Elcontenido de carbohidratos y clorofila a tendra una relacién inversa con el nivel de la irradiancia

en los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la irradiancia en el crecimiento, la composicidon bioquimica y fotosintesis de las

diatomeas Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis.
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1.4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el crecimiento (peso seco y numero de células) en las diatomeas Nitzschia thermalis f. curta
y Amphora helenensis cultivadas en cinco niveles de irradiancia (50, 100, 150, 200, 250 umol m™ s~

1) durante la fase exponencial y estacionaria del crecimiento.

2. Evaluar la composicion proximal, pigmentos y dcidos grasos en las diatomeas Nitzschia thermalis f.
curta y Amphora helenensis cultivadas en cinco niveles de irradiancia (50, 100, 150, 200, 250 umol

m~2 s7!) durante la fase exponencial y estacionaria del crecimiento.

3. Evaluar la fotosintesis en las diatomeas Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis cultivadas
en cinco niveles de irradiancia (50, 100, 150, 200, 250 umol m™2 s7!) durante la fase exponencial y

estacionaria del crecimiento.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Origen de las cepas

Las dos cepas de diatomeas utilizadas fueron obtenidas de la coleccion del laboratorio de Biotecnologia
de Algas (BIOAL) ubicado en el Departamento de Acuicultura CICESE. Las especies de diatomeas que se
usaron son Amphora helenensis y Nitzschia thermalis f. curta que fueron aisladas por Jiménez-Valera
(2016) en el Estado de Baja California (B.C.), México. La diatomea Amphora helenensis fue aislada en la
Bahia de Ensenada, Baja California (B.C.), México y Nitzschia thermalis f. curta fue aislada en San Quintin,

B.C.

2.2 Mantenimiento de los cultivos

Las cepas de Amphora helenensis y Nitzschia thermalis f. curta se mantuvieron en cultivos monoespecificos
y en sistemas por lotes o “batch”. Los cultivos se realizaron en matraz Erlenmeyer de 125 mL con 100 mL
de medio “f” descrito por Guillard y Ryther (1962). El medio de cultivo fue preparado con agua de mary
fue esterilizada a 120 °C y 1.05 kg cm durante 20 min. Los cultivos se mantuvieron en el Laboratorio
himedo central del Departamento de Acuicultura del CICESE. Las condiciones de mantenimiento de los
cultivos fueron un recambio de medio semanal y agitacion manual diaria. Las variables ambientales a las
qgue se mantuvieron los cultivos fueron temperatura de 22.0 + 1.0 °Cy una irradiancia continua de 50 pmol
m~2 s~ ! provista por lamparas fluorescentes de luz fria (Silvania F40 CV). La irradiancia de los cultivos fue
medida con un sensor esférico (4m) Biospherical Instrument modelo QSL-100. El pH del medio de cultivo

fue evaluado cada dia con un potenciometro Ohaus Starter 3100.

2.3 Caracterizacion de la curva de crecimiento

Para la caracterizacién de la curva de crecimiento de cada especie de diatomea se realizaron cultivos

monoespecificos y no axénicos en lotes y por triplicado. Los cultivos se realizaron en matraz Erlenmeyer
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de 125 mL con 100 mL de medio “f” descrito por Guillard y Ryther (1962). La esterilizacion del medio y las

condiciones ambientales de cultivo fueron las ya indicadas en la seccidon 2.2.

2.4 Efecto de la irradiancia sobre crecimiento y composicion bioquimica

Para cada especie de diatomea se realizaron cultivos monoespecificos y no axénicos en sistemas por lotes
. . . . H ouen H
y por triplicado. Los cultivos se mantuvieron con medio “f” (Guillard y Ryther, 1962) en matraces
Erlenmeyer de 1 L y con 800 ml de medio de cultivo. La esterilizacion del medio y las condiciones
ambientales de cultivo fueron como ya se describidé en la seccidn 2.2, excepto para la irradiancia. La
irradiancia provista a los cultivos fue continua en cinco intensidades, a saber, 50, 100, 150, 200 y 250 pmol
m~ s71, Las intensidades de luz fueron ajustadas en una linea de igual irradiancia medida al centro de la
base del matraz Erlenmeyer. Las mediciones de la irradiancia se efectuaron con el equipo indicado en la

seccién 2.2. La irradiancia fue proporcionada por ldmparas fluorescentes como ya descrito en la seccién

2.2. Los cultivos se realizaron sin adicion de aire o de fuente de carbono.

2.5 Crecimiento poblacional

Para cada condicidn experimental y de forma diaria, se tomaron muestras de 1.5 mL para la evaluacion del
crecimiento poblacional de los cultivos. El crecimiento se evalud por medio de mediciones de densidad
Optica, utilizando un espectrofotémetro HACH DR6000 y a una longitud de onda de 680 nm. Ademas, se
hicieron conteos del nimero de células con un hematocitometro con una profundidad de 0.1 mm y con la

ayuda de un microscopio compuesto. Para el calculo de la densidad celular se utilizé la férmula siguiente:

C = (N * 10000 * dil) (1)

Donde C es la densidad de células por ml, N el promedio de células presentes en 1 nm?(0.1 pL), 10000 es

el factor de conversién de 0.1 pulL a 1 mLy dil el factor de dilucién.
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2.5.1 Tasa especifica de crecimiento

La evaluacién de la tasa especifica de crecimiento de los cultivos se calculé por medio de la férmula

propuesta por Fogg y Thake (1987):

(logzN2)—(log,N1)

H= 6ty (2)

Donde W es la tasa de crecimiento especifica, N1 y N2 concentracion de células al tiempo 1 (t1) y tiempo 2
(t2) respectivamente, Log, corresponde al logaritmo de base dos de la concentracion de células.

2.5.2 Tiempo de duplicacion de las células

El tiempo de duplicacién de las células fue calculado con la férmula siguiente y descrita por Fogg y Thake
(1987):

tg = 3)

1
T

Donde tg corresponde al tiempo de generacidn y  la tasa de crecimiento especifica descrita en el punto
2.4.1.

2.5.3 Medicion de tamano de las células

Se midié largo y ancho de células de los cultivos de Amphora helenensis y Nitzschia thermalis f. curta
mantenidos en cada condicidon experimental, durante la fase exponencial y estacionaria del crecimiento.
Las mediciones del tamafio celular fueron efectuadas con el software ImagePro Plus version 5.1 y un

microscopio compuesto Olympus CX-31.
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2.6 Composicion proximal

Para el andlisis de la composicidn proximal, se tomaron submuestras de los cultivos durante la fase media
exponencial y la fase estacionaria del crecimiento. Para lo anterior, se tomaron alicuotas de 10 mL que
fueron colectadas en filtros de fibra de vidrio de 24 mm de didmetro y con abertura de poro de 1 um
(Whatman GF/C). Una vez colectadas las muestras que fueron utilizadas para los analisis proximales se

almacenaron a -20 °C, hasta su posterior utilizacidn.

2.6.1 Proteinas

Para el andlisis de proteinas se llevé a cabo la extraccién con hidréxido de sodio a través del método
descrito por Malara y Charra (1972a). En la cuantificacion de proteinas se usé el reactivo de Folin-
Ciocalteau por medio del método de Lowry et al. (1951). Para la curva de calibracidn se usé como estandar

suero de albumina de bovino (98%).

2.6.2 Carbohidratos

La extraccion de carbohidratos se realizé por el método descrito por Whyte (1987) al usar acido sulfurico
al 0.5 N. La cuantificacién de carbohidratos se realizé con fenol al 5% y acido sulfurico por medio de la
técnica de Dubois et al. (1956) y Malara y Charra (1972b). Se utilizé glucosa como estandar para la curva

de calibracion.

2.6.3 Lipidos

Para la extraccion de lipidos se siguié el método descrito por Blight y Dyer (1959), donde se utilizd

cloroformo-metanol-agua. La cuantificacion de los lipidos extraidos se realizé por la técnica de Pande et
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al. (1963). Para realizar la curva de calibracidn se utilizé6 como estandar una solucidn al 99% de tripalmitina

(C16:0).

2.6.4 Peso seco total, peso seco organico y contenido de cenizas

Se tomaron alicuotas de 15 mL de los cultivos en cada condicién experimental y se colectaron en filtros de
fibra de vidrio de 45 mm de didmetro y abertura de poro de 1 um. La cuantificacidon del peso de las
muestras fue basada en el método de Sorokin (1973) que considera el calculo del peso seco total (PST),
peso seco organico (PSO) y el peso de las cenizas (PC). Previo al filtrado de las muestras, fue necesario la
incineracion de los filtros en una mufla durante 4 horas a una temperatura de 490 °C. Los filtros con
muestra se trasladaron a una estufa a 60 °C, por un tiempo necesario hasta tener valores de peso
constante para obtener el PST. Posteriormente, los filtros se incineraron en una mufla durante 4 horas a
una temperatura de 490 °C y se trasladaron nuevamente a una estufa a 60 °C hasta tener valores
constantes para obtener PC. El calculo del PSO se realizé por medio de la diferencia de los valores del PST

menos los valores del PC.

2.7 Pigmentos

La extraccién y cuantificacién de los pigmentos (clorofila a y carotenoides) se efectuaron siguiendo el
método descrito por Parsons et al. (1984). Para la extraccion se utilizé acetona al 90% durante 24 horas a

temperatura de 4°Cy posteriormente se cuantificd la concentracidn de cada pigmento.

2.8 Eficiencia luminica de la fotosintesis

Para la evaluacién de la actividad fotosintética se tomaron alicuotas de 15 mL de cultivo de cada
tratamiento experimental y se evalud el espectro in vivo en un barrido de longitud de onda de 400 a 700
nm con un espectrofotometro HACH DR6000. Para la evaluacion de fotosintesis se utilizé un fluorimetro

Walz, Junior PAM, y se realizaron curvas de luz con modulacién de amplitud de pulso. Se calcularon la tasa
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relativa de transporte de electrones (rETR), el rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm), la
irradiancia de saturacion (l), tasa relativa de transporte de electrones maxima (rETRm) y la eficiencia
fotosintética (a) para cada tratamiento y de acuerdo con lo descrito en el método de Eilers y Peeters

(1988).

2.9 Perfil de acidos grasos

Para la evaluar la composicién de acidos grasos, fue necesario liofilizar las muestras a -50 °Cy 0.11 kg cm?
de presion. Posteriormente se realizé la extraccién tomando como referencia lo descrito por Folch et al.
(1957). Se llevé a cabo la metilacion siguiendo el procedimiento descrito por Metcalfe et al. (1966). Las
muestras de metil ésteres obtenidas fueron analizadas en el cromatégrafo de gases Agilent Technologies
7890 con una columna capilar Agilent J&W (30 m de longitud, 0.32 mm de didmetro y 0.25 um grosor de
la pelicula) y como gas acarreador el hidrégeno, ademas de un detector de ionizacién de flama (250 °C).
La rampa de temperatura del horno inicié en 120 °C incrementandose 9 °C por minuto hasta alcanzar 190
°C para después incrementar 3 °C por minuto hasta culminar en 230 °C. Se utiliz6 como estdndar 37

Component, Supelco FAME Mix Sigma.

2.10 Analisis estadistico

Para el procesamiento estadistico de los datos obtenidos durante los ensayos, se probaron los supuestos
necesarios para llevar a cabo estadistica paramétrica, que corresponden a homogeneidad de varianzas u
homocedasticidad, normalidad e independencia (Zar, 1984). Para las siguientes variables que no
cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad se realizé una transformacién de datos:
peso seco total (In), clorofila a (Coseno), clorofila ¢ (Seno), carotenos (In) de Amphora helenensis y para

peso organico (x1), clorofila a (x2), clorofila ¢ (In) y ETRmax (In) de Nitzschia thermalis f. curta.

Las posibles diferencias en la densidad de células con respecto al tiempo en los cultivos mantenidos con
distinta irradiancia, fue analizada por medio de un andlisis de covarianza (ANCOVA), en donde la covariable

fue el tiempo de cultivo.
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Para hacer inferencia estadistica sobre las variables de respuesta que fueron evaluadas se utilizé un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. En el ANOVA de dos vias, uno de los factores fue la irradiancia
con cinco niveles (50, 100, 150, 200y 250 pmol m~2s71), mientras que la fase de crecimiento fue el segundo
factor correspondientes a la fase exponencial y fase estacionaria del crecimiento. Las variables de
respuesta que se analizaron para cada caso por un ANOVA de dos vias corresponden a la densidad de
células, tasa especifica de crecimiento, tiempo de generacién, composicién proximal (proteinas,
carbohidratos y lipidos), pigmentos y tasa fotosintética. En el caso donde se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, se realizd una prueba a posteriori de Tukey, para identificar las
diferencias entre los tratamientos. El perfil de acidos grasos se analizd por una prueba de Kruskal-Wallis al

no contar con los supuestos para realizar pruebas paramétricas.

El tratamiento estadistico de los datos fue realizado en la plataforma STATISTICA, con un nivel de confianza
de 95% (a=0.05) y analisis de una cola para disminuir el error B y las graficas fueron realizadas en el

programa Origin 8.5.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Efecto de la irradiancia en el crecimiento y tamafo celular

Las curvas de crecimiento Nitzschia thermalis f. curta presentaron el inicio de la fase exponencial de
crecimiento el dia 1 para cuatro de los tratamientos experimentales, con excepcién del tratamiento de
100 umol m™2 s que inicid el dia 2. Se encontrd que el significativamente (F= 5.84, P=0.00) mayor
crecimiento de los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta fue con la irradiancia de 150, 200 y 250 umol m~

251 (Figura 1).
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Figura 1. Valores promedio y desviacién estdndar de la densidad celular (Cél x10® mL) de cultivos de Nitzschia
thermalis f. curta mantenidos en irradiancia de (m), 100 (@), 150 (A ), 200 (¥) y 250 (@) umol m? s ANCOVA y
prueba a posteriori de Tukey, a=0.05 (efecto de irradiancia: a>b>c>d>e). Las flechas indican la fecha de colecta de
muestras en la fase exponencial y estacionaria del crecimiento.
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Para Amphora helenensis las diferentes condiciones experimentales presentaron el inicio de la fase
exponencial en el dia 1 al dia 4, con excepcidn del tratamiento de 50 pmol m2 s que termind el dia 3. Se
encontré que el significativamente (F=3.21, P=0.01) mayor crecimiento de los cultivos de Amphora

helenensis fue con la irradiancia de 100 umol m=2 st (Figura 2).
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Figura 2. Valores promedio y desviacidn estandar de la densidad celular (Cél x10% mL?) de cultivos de Amphora
helenensis mantenidos en irradiancias de 50 (m), 100 (e), 150 (A), 200 (V) y 250 (4®
umol m2st ANCOVA y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05 (efecto de irradiancia: a>b>c>d). Las flechas indican la
fecha de colecta de muestras en la fase exponencial y estacionaria del crecimiento.

Los valores de pH de los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta en los diferentes tratamientos
experimentales, mostraron un incremento a partir del dia 3 y hasta el dia 6 en todas las condiciones
experimentales. Los menores valores de pH se presentaron en el tratamiento de 50 umol m2 s, con un

valor minimo de 8.40 (dia 2) y valor maximo de 9.06 (dia 7) (Figura 3).
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Figura 3. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad éptica (680 nm) y pH de cultivos de Nitzschia
thermalis f. curta mantenidos en irradiancias de 50 (m), 100 (@), 150 (A), 200 (V) y 250 (®) pumol m2s?,

En los cultivos de Amphora helenensis los valores del pH en los diferentes tratamientos mostraron un
incremento el dia 3 del cultivo y manteniéndose en valores similares hasta el dia 5 en todos los
tratamientos experimentales. Los valores de pH fluctuaron en todos los tratamientos en valores entre 8.52

y 8.77 (Figura 4).
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Figura 4. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad dptica (680 nm) y pH de cultivos de Amphora
helenensis mantenidos en irradiancias de 50 (m), 100 (@), 150 (A), 200 (V) y 250 (¢) umol m2s,
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La tasa de crecimiento de Nitzschia thermalis f. curta mostré diferencias significativas por efecto de la
irradiancia (F=27.07, P=0.00). Los mayores valores de la tasa de crecimiento se presentaron en el
tratamiento de 200 pmol m?2s? (1.35 + 0.10 divisiones dia) y de 250 pmol m2s?(1.28 + 0.06 divisiones
dial). El tiempo de generacidon mostré diferencias significativas entre las distintas irradiancias (F=16.59,
P=0.00). Los mayores valores del tiempo de generacién se registraron en la irradiancia de 100 umol m2s

1(1.31 £ 0.21 dias) y 50 umol m2s? (1.26 + 0.08 dias) (Figura 5).
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Figura 5. Valores promedio y desviacion estdndar de la tasa de crecimiento (divisiones dia) y el tiempo de generacién
(dias) durante la fase exponencial de cultivos de Nitzschia thermalis f. curta mantenidos en irradiancias de 50, 100,
150, 200 y 250 umol m™ s, Analisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras distintas
indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b).
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Los cultivos de Amphora helenensis mostraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento por
efecto de lairradiancia (F=4.93, P=0.01) y los mayores valores se registraron en el tratamiento de 100 umol
m2s?1(1.078 +0.122 divisiones dia™l). El tiempo de generacién expuso diferencias significativas por efecto
de la irradiancia (F=4.99, P=0.01 ), los valores mayores se presentaron en la irradiancia de 250 umol m2s

1(1.57 £ 0.36 dias) (Figura 6).
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Figura 6. Valores promedio y desviacion estandar de |a tasa de crecimiento (divisiones dia?) y el tiempo de generacién
(dias) durante la fase exponencial de cultivos de Amphora helenensis mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200
y 250 umol m2 st Andlisis de varianza de una via y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras distintas indican
diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b).



27

El largo de las células de los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta no mostré diferencias significativas por
efecto de la irradiancia (F=2.36, P=0.05) y tampoco por la fase de crecimiento (F=3.77, P=0.5). Los valores
mayores de largo celular se registraron en los tratamientos de 50 pmol m?2s™(21.83 + 2.19 um), 100 pmol
m2s? (21.95 + 2.20 um) y 200 umol m?2s? (21.86 + 2.16 um) en la fase estacionaria pero no fueron
significativos. El ancho de las células en Nitzschia thermalis f. curta no mostrd diferencias significativas por

efecto de irradiancia (F= 0.45, P=0.77) y por fase de crecimiento (F=2.65, P=0.10) (Figura 7).
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Figura 7. Valores promedio y desviacién estandar del largo y ancho de las células (um) de cultivos de Nitzschia
thermalis f. curta mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 umol m2sdurante la fase exponencial (B
y estacionaria (e) del crecimiento.
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El largo de las células en los cultivos de Amphora helenensis no mostré diferencias significativas por efecto
de la irradiancia (F= 12.18, P=0.05) y tampoco por las fases de crecimiento F=0.06, P=0.80). Respecto al
ancho de las células de Amphora helenensis no se mostraron diferencias significativas por efecto de las

fases de crecimiento (F=1.85, P=0.17) ni de irradiancia (F= 1.65, P=0.16) (Figura 8).
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Figura 8. Valores promedio y desviacion estandar del largo y ancho de las células (um) de cultivos de Amphora
helenensis mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 umol m2 s durante la fase exponencial (B y
estacionaria (@) del crecimiento.
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3.2 Peso seco, contenido de cenizas y peso organico

Para los valores de peso seco total obtenidos para Nitzschia thermalis f. curta se observan diferencias
significativas por efecto de las fases de crecimiento (F= 474.88, P=0.00) y de la irradiancia (F= 474.88,
P=0.00). Los valores mayores de peso seco total se registraron en la irradiancia de 100 umol m2sten la

fase estacionaria (298.33 + 5.89 ug mL?) (Figura 9).

Los valores de peso de cenizas obtenidos de Nitzschia thermalis f. curta expusieron diferencias
significativas por efecto de las fases de crecimiento (F= 245.98, P=0.00) vy la irradiancia (F=51.34, P=0.00),
mostrando los mayores valores en los tratamientos de 100 pmol m2s? (211.89 + 2.11 pg mL?) y 250 umol

m2s1(211.44 + 3.67 ug mL?) en la fase estacionaria (Figura 9).

En los valores de peso seco organico de Nitzschia thermalis f. curta se mostraron diferencias significativas
por efecto de las fases de crecimiento (F= 42.84, P=0.00) y nivel de irradiancia (F= 1018.33, P=0.00). Los
valores mayores se encontraron durante la fase estacionaria en la irradiancia de 250 umol m?2s* (86.89 #

2.22 pg mL?) (Figura 9).
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Figura 9. Valores promedio y desviacidn estandar de peso seco total, peso de cenizas y peso organico de cultivos de
Nitzschia thermalis f. curta mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 pmol m2 st durante la fase
exponencial (B y estacionaria (e) del crecimiento. Anélisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey,
0=0.05. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c>d>e). Letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento (A>B).
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En los cultivos de Amphora helenensis se obtuvieron valores de peso seco total significativamente
diferentes por efecto de la fase de crecimiento (F=66.88, P=0.00), mostrando los mayores valores en la
fase estacionaria (Figura 10); sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para esta especie

por efecto de la irradiancia (F=2.60, P=0.05).

Los valores del peso de cenizas en Amphora helenensis no mostraron diferencias significativas por efecto

de las fases de crecimiento (F=0.16, P=0.68) y el nivel de irradiancia (F=1.33, P=0.29).

El peso seco orgdnico de los cultivos de Amphora helenensis mostré diferencias significativas por efecto
de la fase de crecimiento (F=82.85, P=0.00) pero no por efecto de la irradiancia (F=2.73, P=0.05). Los
mayores valores de peso seco orgdnico para esta especie se presentaron en la fase de crecimiento

estacionaria (Figura 10).
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Figura 10. Valores promedio y desviacién estdndar de peso seco total, peso de cenizas y peso seco organico de
cultivos de Amphora helenensis mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 pmol m?2 s durante la fase
exponencial (W) y estacionaria (®) del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey,
a=0.05. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia. Nameros distintos
indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento (A>B).
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3.3 Composicion proximal

El porcentaje de proteinas de Nitzschia thermalis f. curta mostrd diferencias significativas por efecto de la
irradiancia (F= 68.96, P=0.00), al igual que por efecto de la fase de crecimiento (F= 1812, P=0.00). Los

-1

mayores porcentajes de proteinas se presentaron en el tratamiento de 200 pmol m?s? en la fase

estacionaria (29.14 + 0.84%) (Figura 11).

El contenido de carbohidratos de Nitzschia thermalis f. curta expuso diferencias significativas por efecto
de la irradiancia y por la fase de crecimiento (Interaccién irradiancia*fase de crecimiento, F=71.02,
P=0.00). El tratamiento de 200 umol m2s! de la fase exponencial (18 + 0.87%) mostré los valores mayores

de porcentaje de carbohidratos para esta especie (Figura 11).

El contenido de lipidos en el cultivo de Nitzschia thermalis f. curta presentd diferencias significativas por
efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento (Interaccion irradiancia*fase de crecimiento, F=27.76,
P=0.00). La mayor produccién de lipidos se registrd en las irradiancias de 200 umol m2s? (41.90 + 3.85%)

y 250 umol m?s™ (34.86 + 5.02%) en la fase exponencial (Figura 11).
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Figura 11. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos (%) de cultivos
de Nitzschia thermalis f. curta mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 umol m2 s durante la fase
exponencial (W) y estacionaria (®) del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey,
a=0.05. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c>d>e>f). Letras
mayusculas indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento (A>B).
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En los cultivos de Amphora helenensis se obtuvieron valores de porcentaje de proteinas significativamente
diferentes por efecto de la irradiancia (F= 8.12, P=0.00) y fase de crecimiento (F= 767.16, P=0.00). Los
tratamientos de 50 pmol m2s? (10.57 + 0.62%) y 100 umol m2s? (9.66 + 0.58%) en la fase estacionaria

mostraron los porcentajes mayores de proteinas para esta especie (Figura 12).

En el cultivo de Amphora helenensis el contenido de carbohidratos mostré diferencias significativas por
efecto de la irradiancia y por la fase de crecimiento (Interaccién irradiancia*fase de crecimiento, F=16.59,
P=0.00). El mayor contenido de carbohidratos se registré en la irradiancia de 100 umol m?2s? (8.24 +

0.84%) en la fase estacionaria (Figura 12).

En el cultivo de Amphora helenensis se evaluaron diferencias significativas en los porcentajes de lipidos
por efecto de la irradiancia (F=8.45, P=0.00) y la fase de crecimiento (F= 297.90, P=0.00). La mayor
produccion de lipidos para esta especie se registré en la irradiancia de 150 pmol m2s?(22.57 + 2.95%) en

la fase exponencial (Figura 12).
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Figura 12. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos (%) de cultivos
de Amphora helenensis mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 umol m2stdurante la fase exponencial
(m) y estacionaria (®) del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c>d). Letras mayusculas
indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento A>B).
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3.4 Pigmentos

El contenido de clorofila a de Nitzschia thermalis f. curta se modifico significativamente por efecto de la
irradiancia (F=39.90, P=0.00) y por la fase de crecimiento (F=1807.50, P=0.00). La mayor produccién de
clorofila a para esta especie se presentd en la irradiancia de 50 pmol m?2s™ en la fase estacionaria (386.27

+33.98 pg L) (Figura 13).

La clorofila ¢ de Nitzschia thermalis f. curta mostré diferencias significativas por efecto de la irradiancia
(F=37.81, P=0.00) y por la fase de crecimiento (F=4708.66, P=0.00). Los mayores valores de clorofila c se
presentaron en los tratamientos de 50 umol m2s?(75.64 + 0.35 ug L'?), 100 pmol m2s? (64.08 + 13.58 ug
L) y 150 pmol m?2s?(51.81 + 16.56 pg L) en la fase estacionaria (Figura 13).

El contenido de carotenos en el cultivo de Nitzschia thermalis f. curta mostré diferencias significativas por
efecto de la irradiancia (F=8.81, P=0.00) y por la fase de crecimiento (F=1808.19, P=0.00). Los valores
mayores de carotenos se presentaron en la irradiancia de 250 pmol m?2s? en la fase estacionaria (177 +

1.94 pg L) (Figura 13).
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Figura 13. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de clorofila a, clorofila c y carotenos de cultivos de
Nitzschia thermalis f. curta mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 pmol m=2 s durante la fase
exponencial (W) y estacionaria (®) del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey,
0=0.05. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c>d>e). Letras
mayusculas indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento (A>B).
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En el cultivo de Amphora helenensis el contenido de clorofila a presenté diferencias significativas por
efecto de la irradiancia (F=5.84, P=0.00) y la fase de crecimiento (F=1.71, P=0.00). Los mayores valores de
clorofila g para esta especie se obtuvieron en la irradiancia de 50 pmol m?2s™ en la fase estacionaria (314

+11.81 pg L) (Figura 14).

El contenido de clorofila ¢ mostré diferencias significativas por efecto de la irradiancia y la fase de
crecimiento (lrradiancia*fase de crecimiento, F=14.56, P=0.00). Los valores mayores de clorofila c, se

obtuvieron en la irradiancia de 200 pmol m2s™ en la fase estacionaria (155+ 44.84 ug L) (Figura 14).

El contenido de carotenos expuso diferencias significativas por efecto de la irradiancia(F=43.43, P=0.00),
fase de crecimiento (F=788.301, P=0.00).El tratamiento de 50 pmol m2s™ en la fase estacionaria (113.57 +

12.4 pg L'') mostré los valores mayores de contenido de carotenos para esta especie (Figura 14).
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Figura 14. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de clorofila a, clorofila c y carotenos de cultivos de
Amphora helenensis mantenidos en irradiancias de 50, 100, 150, 200 y 250 pmol m2 s durante la fase exponencial
(m) y estacionaria (®) del crecimiento. Analisis de varianza de dos vias y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de lairradiancia (a>b>c>d>e>f>h). Letras mayusculas
indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento (A>B).
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3.5 Eficiencia luminica de la fotosintesis

La eficiencia fotosintética (a) en el cultivo de Nitzschia thermalis f. curta presentd diferencias
significativas por efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento (Interaccién irradiancia*fase de
crecimiento, F=42.64, P=0.00). Los valores mayores de a se obtuvieron en el tratamiento de 50 umol m"

25t en la fase exponencial (0.176 + 0.008 pmol m= h?) (Figura 15).

El indice de saturacion luminica (l) de Nitzschia thermalis f. curta mostré diferencias significativas por
efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento (Irradiancia*fase de crecimiento, F=77.35, P=0.00). Los
valores mayores de I se registraron en la fase exponencial en la irradiancia de 250 pumol m2s*(1414.22

+77.4 umol m? s?) (Figura 15).

En el cultivo de Nitzschia thermalis f. curta la eficiencia cuantica (Fv/Fm) no mostré diferencias
significativas por efecto de la fase de crecimiento (F=0.69, P=0.41), sin embargo, si se presentaron
diferencias significativas por efecto de la irradiancia (Interaccidn irradiancia*fase de crecimiento,
F=14.22, P=0.00). Los valores mayores de Fv/Fm se registraron en la fase estacionaria en el tratamiento

de de 50 umol m2s?(0.674 + 0.01) (Figura 15).

La tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) de Nitzschia thermalis f. curta mostrd diferencias
significativas por efecto de la irradiancia (F=95.16, P=0.00) y la fase de crecimiento (F=874.35, P=0.00).
Los valores mayores de ETRmax para esta especie se registraron en la fase exponencial en los tratamientos

de 200 pmol m2s?t(166.9 + 47.6) y 250 umol m2s? (155.6).

En la tasa de transporte de electrones (ETR) de Nitzschia thermalis f. curta se mostraron diferencias
significativas por efecto de la irradiancia (F=16.59, P=0.00) donde los valores mayores se presentaron en
la irradiancia de 250 umol m?s?y 50 umol m?2s™en la fase exponencial y en 200 umol m2s™y 250 umol

m2s?en la fase estacionaria (Figura 16).
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Figura 15. Valores promedio y desviacién estdndar de parametros fotosintéticos de la fase exponencial (W vy
estacionaria (@) de cultivos de Nitzschia thermalis f. curta mantenidos a diferentes niveles de irradiancia (50, 100,
150, 200 y 250 umol m2seg™). Eficiencia fotosintética (a: pmol m= h™); indice de saturaciéon luminica (Ix: umol fotén
m2 s1); eficiencia cudntica (Fv/Fm); tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax). Andlisis de varianza de dos
vias y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto
de la irradiancia (a>b>c>d>e>f). Letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto de la fase de

crecimiento (A>B).
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Figura 16. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de transporte de electrones (ETR) de la fase exponencial
y estacionaria de cultivos de Nitzschia thermalis f. curta mantenidos a diferentes niveles de irradiancia (50, 100, 150,
200y 250 umol m2seg?). Andlisis de covarianza y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras minusculas distintas
indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b).

La eficiencia fotosintética (a) en el cultivo de Amphora helenensis presenté diferencias significativas por
efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento (Interaccidn irradiancia*fase de crecimiento F=254.05,
P=0.00). Los valores mayores de a se obtuvieron en el tratamiento de 50 umol m2s*(2.99 + 0.008 umol

m= h?) en la fase exponencial (Figura 17).
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El indice de saturacion luminica (lk) de Amphora helenensis mostré diferencias significativas por efecto
de la irradiancia y la fase de crecimiento (Interaccién irradiancia*fase de crecimiento F=14.29, P=0.00).
Los valores mayores de lxse obtuvieron en la irradiancia de 150 pmol m2s?! en la fase exponencial (2292

+228.40 pmol m2s?) (Figura 17).

La eficiencia cuantica (Fv/Fm) no presenté diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento
(F=0.35, P=0.55) sin embargo, se tuvieron diferencias significativas por efecto de la irradiancia e
interaccion (irradiancia*fase de crecimiento F=254.05, P=0.00). Los valores mayores de Fv/Fm se
registraron en el tratamiento de 50 umol m2s™? en la fase exponencial (0.546 + 0.02) y estacionaria (0.526

+0.02) (Figura 17).

La tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) de Amphora helenensis mostré diferencias
significativas por efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento (Interaccion irradiancia*fase de
crecimiento F=29.55, P=0.00). Los valores mayores de ETRmax para esta especie se registraron en la fase

exponencial en la irradiancia de 250 umol m2s?(347 + 51.20) (Figura 17).

La tasa de transporte de electrones (ETR) para esta especie presenté diferencias significativas por efecto
de lairradiancia (Exponencial F=19.79, P=0.00, estacionaria F=39.22, P=0.00) , donde los valores mayores
se mostraron en el tratamiento de 250 umol m2s? de la fase exponencial y en los tratamientos de 250

umol m2s? y 100 umol m?2s? de la fase estacionaria (Figura 18).



45

:_: 0:3)
£
= 02
£
=2
S 0.1-
50 100 150 200 250
< 2800+
Y Aa
e ]
< 2100- Ab Ab
ye! ] Ab
S 1400
© Ac
g 7004 Bc Bc Bc
= T Bk T T T T T I3|c T
50 100 150 200 250
0.6 1 a
0.5 b b
e | a
< 044 L cd
>
. ' d
| C
0.3- - o
0.2 T T T T 1
50 100 150 200 250
400 - Aa
x 300-' Al
o 200 -
F . Bf
100
1 AEf f
0 . B

v T T T T T T
50 100 150 200 250

o . 2 -1
Irradiancia (umolm s )

Figura 17. Valores promedio y desviacién estandar de parametros fotosintéticos de la fase exponencial (Il vy
estacionaria (@) de cultivos de Amphora helenensis mantenidos a diferentes niveles de irradiancia (50, 100, 150, 200
y 250 umol m2seg?). Eficiencia fotosintética (a: pmol m=3 h); indice de saturacién luminica (Ix: umol fotén m=2 s);
eficiencia cuantica (Fv/Fm); tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax). Analisis de varianza de dos vias y
prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas por efecto de la
irradiancia (a>b>c>d>e>f). Letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto de la fase de crecimiento

(A>B).
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Figura 18. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de transporte de electrones (ETR) de la fase exponencial
y estacionaria de cultivos de Amphora helenensis mantenidos a diferentes niveles de irradiancia (50, 100, 150, 200 y
250 umol m2seg™?). Andlisis de covarianza y prueba a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras minusculas distintas indican
diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b).

3.6 Acidos grasos

La mayor concentracién de acidos grasos saturados (SFA) para Nitzschia thermalis f. curta fue en el 4cido
graso C16:0 para todos los tratamientos y los valores mayores se presentaron en la irradiancia de 200 umol
m2s71(27.92%) y de 250 umol m™2 s (28.55%) en la fase exponencial, sin embargo, no hubo diferencias

significativas por efecto de la irradiancia (P=0.85), pero si, por la fase de crecimiento (P=0.00).
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Tabla 1. Porcentaje del total de acidos grasos identificados en cultivos de Nitzschia thermalis f. curta con cinco niveles
de irradiancia (50, 100, 150, 200, 250 umol m?2s?) en la fase exponencial y estacionaria. Dénde: nd= no detectado.
SFA= acidos grasos saturados. MUFA= dcidos grasos monoinsaturados. PUFA= acidos grasos poliinsaturados. Prueba
Kruskal-Wallis, a=0.05. Letras minusculas diferentes en superindice indican diferencias significativas por efecto de
irradiancia (a>b). Letras mayusculas diferentes en superindice indican diferencias significativas por efecto de fase de
crecimiento (A>B).

Exponencial Estacionaria
Acido graso 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
SFA
C6:0 0.144 nd 0.05* 0.12* 0.07% 0.038 0.038 0.028 0.038 0.048
C8:0 0.038 nd 0.018 0.028 0.018 0.05* 0.04* 0.05* 0.03# 0.044
C10:0 nd nd 0.028 0.018 0.018 3.67% 2.347 1.24A 3.35% 2.354
C11:.0 0.08 0.04 0.05 0.04 0.04 0.01 0.03 0.01 0.01 nd
C12:0 0.31% 0.20% 0.15* 0.13* 0.07% 0.058 0.058 0.048 0.128 0.048
C13:0 4318 0.718 1.508 0.928 0.128 5.974 5.40% 4,84 6.36% 7.38%
C14:.0 4.85% 4,904 4377 3.75% 2.95% 3.318 3.288 3.418 3.298 3.758
C15:0 0.58% 0.62%° 0.59° 0.46°° 0.46° 0.46%° 0.542b 0.632 0.55%° 0.44b
C16:0 19.344 25.177 25.40% 27.924 28.55% 17.178 17.928 17.888 17.888 17.488
C17:.0 6.28B2 2.74B® 3,838 1,8Q®b 1.7280 6,994 5.99%b 4,324 3 g1Ab 8.56%ab
C18:0 5.03 10.76 4.88 7.42 2.31 0.45 0.76 2.12 1.06 1.07
C20:0 0.45 0.72 nd 0.20 0.08 0.03 0.23 0.14 0.41 0.42
C21:.0 2.518 1.828 2.868 2.148 2.318 4.68% 5.13% 5.27A 4.30% 4,144
C22:0 0.48% 0.22% 0.21% 0.33° 0.21° 0.272° 0.332b 0.41%° 0.50° 0.26%°
C23:0 0.338 0.298 0.218 0.158 0.148 0.31 0.47% 0.32% 0.51 0.354
C24:0 0.98 0.92 0.92 1.35 1.46 1.12 1.19 1.27 1.04 0.71
MUFA
Cl4:1 0.08%c  0.10%  0.10%*  0.09*® 0.06%° 0.03%*  0.06%*  (0.03% (Q.37% nd
Ci15:1 nd nd 0.02 nd nd 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06
Cle:1 17.61 14.65 21.92 19.34 20.48 20.29 18.67 18.50 16.93 20.20
Cl17:1 0.612° 0.41° 0.352 0.30% 0.762 0.08% 0.73° 0.132 0.81% 0.122
C24:1 0.64 0.59 0.61 0.67 0.82 0.52 0.76 0.80 0.81 0.84
C18:1n9C 5.31 13.62 5.07 8.82 3.35 1.40 1.31 2.46 2.33 2.02
C18:1n9 C 2.86 nd 3.27 0.34 nd 1.96 2.47 2.57 2.31 2.14
C18:1n9T 0.414 4.824 nd 2.89° 3.38% nd nd nd nd nd
C20:1n9 nd 0.67%® nd nd 0.07° 0.15° 0.212b 0.332 0.41%b 0.18?
C22:1n9 0.23%° 0.36%° nd 0.26° nd 0.03%° 0.04%° nd 0.132 0.05°
PUFA
C18:2n6 C 0.98 0.61 0.36 1.12 1.56 0.87 0.88 1.06 1.16 1.20
C18:2n6 T 1.39 0.23 0.82 0.31 0.31 0.56 0.58 0.58 0.72 0.81
C18:3n6 1.468 0.598 0.88°% 0.518 0.588% 1.014 0.93% 0.93% 0.95% 0.89%
C18:3n3 2.57 0.16 1.35 0.82 2.53 1.46 1.70 1.69 1.70 1.67
C20:2n6 nd nd nd 0.16° 0.05%® 0.05° 0.06%° nd 0.31° 0.05%°
C20:3n6 0.26 0.12 0.26 0.19 0.16 0.28 0.28 0.32 0.30 0.29
C20:3n3 0.57A 0.127 0.20* 0.15* 0.05* 0.038 0.048 nd 0.09® nd

C20:4n6 ARA 2.078 1.508 2.368 1.768 1.918 3.86" 4.224 4.34A 3.544 3.417
C20:5n3 EPA  15.53%  10.958 15.008 13.058 20.188 18.48* 18.79* 18.55% 19.12# 16.50*

C22:2n6 0.04® 0.07® nd nd nd 0.09* 0.144 0.17# 0.13# 0.09%
C22:6n3 DHA 1.688 1.318 2.048 2.088 2.928 2.817 4.294 3.87% 4.40% 2,124
2SFA 45.70 49.10 45.06 46.77 40.50 44.58 43.73 41.97 43.05 47.04
ZMUFA 27.67 35.13 31.24 32.61 28.86 24.48 24.24 24.84 23.79 25.62

2PUFA 26.55 15.67 23.26 20.15 30.26 29.50 31.93 31.52 32.42 27.03
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El mayor porcentaje de los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) se presentd en el C16:1, no obstante,
no se presentaron diferencias significativas en el acido graso por efecto de la irradiancia (P=0.25) y por la
fase de crecimiento (P=0.25). No se detectd el contenido del acido graso C18:1n9 T en la mayoria de las

condiciones experimentales y el acido graso C15:1 en los tratamientos de la fase exponencial.

En los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) la mayor concentracion fue en el acido graso C20:5n3 (EPA) y
los valores mayores se presentaron en el tratamiento de 250 umol m™s71(20.18%) en la fase exponencial,
sin embargo, no se mostraron diferencias significativas por efecto de la irradiancia (P=0.85), Unicamente
de la fase exponencial (P=0.00). Se observé la presencia de C20:4n6 (ARA) donde los valores mayores
fueron en el tratamiento de 150 (4.34%) umol m™ s~ en la fase estacionaria, no obstante, no se registraron
diferencias significativas por efecto de la irradiancia (P=1.00), pero si por la fase de crecimiento (P=0.00).
Se detectd la presencia de C22:6n3 (DHA) donde la mayor concentracion se presento en el tratamiento de
200 umol m™s71(4.40%) en la fase estacionaria, sin mostrar diferencias significativas debido a la irradiancia
(P=0.85). Se observé la ausencia del acido graso C18:1n9 T en todos los tratamientos de la fase

estacionaria.

El mayor porcentaje de acidos grasos saturados (SFA) para Amphora helenensis fue en el acido graso C13:0
en la mayoria de los tratamientos, donde los valores mayores se mostraron en el tratamiento de 250 umol
m™2s7(19.50%) en la fase exponencial y de 50 umol m™2s™(18.16%) en la fase estacionaria, sin embargo,
no se presentaron diferencias significativas por efecto de la irradiancia (P=0.06) y la fase de crecimiento

(P=0.40).

La mayor concentracion de 4cidos grasos monoinsaturados (MUFA) fue en el acido graso C16:1 para todos
los tratamientos y los valores mayores se observaron en la irradiancia de 250 pmol m™ s! en la fase
estacionaria (24.65%), no obstante, no se mostraron diferencias significativas por efecto de la irradiancia

(P=0.06) y la fase de crecimiento (P=0.85).

La mayor concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se presentd en el acido graso C20:5n3

2 s7len la fase exponencial

(EPA) en todos los tratamientos y fue mayor en la irradiancia de 50 umol m
(28.42%) y de 250 umol m™2 s en la fase estacionaria (24.40%), sin embargo, no se mostraron diferencias
significativas debido a la irradiancia (P=0.85) pero si por la fase de crecimiento (P=0.01), que fue mayor en

la fase exponencial.
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Tabla 2. Porcentaje del total de acidos grasos identificados para Amphora helenensis con cinco niveles de irradiancia
(50, 100, 150, 200, 250 umol m2s?) en la fase exponencial y estacionaria. Dénde: nd= no detectado. SFA= 4cidos
grasos saturados. MUFA= acidos grasos monoinsaturados. PUFA= dcidos grasos poliinsaturados. Prueba Kruskal-
Wallis, a=0.05. Letras minusculas diferentes en superindice indican diferencias significativas por efecto de irradiancia
(a>b). Letras mayusculas diferentes en superindice indican diferencias significativas por efecto de fase de crecimiento

(A>B).
Exponencial Estacionaria
Acido graso 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
SFA
C6:0 0.20 0.36 0.41 0.39 0.80 1.22 0.26 0.49 0.16 2,51
C8:0 0.20 0.39 0.55 0.43 0.35 0.21 0.18 0.22 0.23 0.05
C10:0 nd 2.71 2.42 6.09 8.67 7.97 8.18 12.25 6.34 0.02
C11:0 0.028 0.028 0.028 0.058 0.048 0.047 0.03* 0.06* 0.06* 0.034
C12:0 0.07 0.07 0.06 0.14 0.10 0.11 0.12 0.12 0.13 0.08
C13:0 1.82 2.61 2.40 11.80 19.50 18.16 12.18 14.86 11.14 2.18
C14:0 7.60 8.24 7.90 6.96 7.26 6.08 5.75 6.24 8.05 7.98
C15:0 0.99% 1.06* 0.96* 0.56* 0.55* 0.38% 0.418 0.418 0.458 0.758
C16:0 9.55P 10.5770 12.57° 12.68% 12.07%® 11.79° 12.33% 12.89° 12.72% 9.74%
C17:0 6.01 6.55 7.29 4.35 2.81 2.60 2.80 2.85 4.03 5.69
C18:0 1.76%° 1.35%0 1.01° 5.072 1.30° 1.61%® 1.452b 1.76° 2.88° 0.49°
C20:0 0.49 0.90 0.29 0.21 0.29 0.33 1.03 0.14 0.56 0.05
C21:0 5.15 4.09 4.10 2.93 2.08 2.25 2.56 2.96 1.98 5.07
C22:0 nd 1.00° nd 0.212 0.05%° 0.08%® 0.102 0.04° 0.10° 0.032b
C23:0 0.182° 0.872 nd 0.14% 0.06° 0.112 nd 0.10° 0.14% 0.06°
C24:0 0.644 0.974 1.174 0.63% 0.574 0.428 0.488 0.538 0.598 0.708
MUFA
Cl4:1 0.11 0.14 0.54 0.07 0.08 0.11 0.08 0.05 0.26 0.06
C15:1 0.10 0.09 0.11 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 0.04 0.13
Cle:1 21.12 20.98 21.42 18.35 19.48 18.80 16.65 16.63 22.03 24.65
Cl17:1 0.49 0.50 0.84 0.36 0.23 0.12 0.17 0.49 0.31 0.55
C24:1 0.45% 0.49* 0.58* 0.45% 0.28* 0.198 0.218 0.238 0.378 0.558
C18:1n9C 3.09 3.77 1.96 2.65 2.51 2.05 4.24 4.56 4.15 2.12
C18:1n9T 1.70 1.58 1.86 1.63 1.38 0.90 1.53 1.19 1.55 1.49
C20:1n9 0.50%° 0.52° 0.27° 0.24%° 0.25° 0.51%® 0.872 0.29° 0.54%° 0.17°
C22:1n9 nd 0.442 nd 0.112b 0.11° 0.13° 0.182 0.14° 0.112b 0.04°
PUFA
C18:2n6 C 0.828 1 3582 0.68%  (0.51B° 0.628° 0.80%% 2,47 1.887 1.32%0 0.56%°
Ci8:2n6T 0.09 nd 0.05 0.22 nd nd 0.07 0.10 0.16 0.20
C18:3n6 0.458 0.508 0.578 0.66° 0.628 0.717 0.744 0.78* 0.75% 0.344
C18:3n3 0.55%° 0.62° 0.43%° 0.34° 0.26° 0.35% 0.612 2.36% 0.30° 0.37°
C20:2n6 nd 0.13 0.14 0.03 0.04 0.24 0.45 0.13 0.24 0.12
C20:3n6 nd 0.23 0.22 0.25 0.24 0.26 0.33 0.31 0.29 0.23
C20:3n3 nd 0.08 nd 0.38 0.26 0.15 0.23 0.26 0.24
C20:4n6 ARA  4.24 3.37 4.81 1.75 2.37 1.86 2.11 1.83 1.63 4.18
C20:5n3 EPA  28.42%  23.49° 25.924 20.124 19.527 16.518 18.328 15.088 20.028 27.408
C22:2n6 nd 0.10 nd 0.03 nd nd 0.12 0.07 nd nd
C22:6n3 DHA 0.36 0.50 0.37 0.06 0.41 0.63 3.09 0.19 0.47 0.15
ISFA 34.68 41.77 41.15 52.62 56.51 53.35 47.86 55.91 49.56 35.43
IMUFA 27.56 28.52 27.59 23.88 24.34 22.82 23.94 23.60 29.35 29.77
IPUFA 34,94 30.38 33.19 24.35 24.35 21.50 28.55 22.99 25.42 33.56

Se observd la presencia del acido graso C20:4n6 (ARA) donde los valores mayores se presentaron en la

irradiancia de 150 pmol m™ st en la fase exponencial (4.81%) y también la presencia del 4cido graso
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C22:6n3 (DHA) con mayor concentracién en la irradiancia de 100 umol m™ sl en la fase estacionaria
(3.09%). No obstante, el C20:4n6 (ARA) y C22:6n3 (DHA) no mostraron diferencias significativas por efecto
de la fase de crecimiento (P=0.05 ARA, P=0.15 DHA) e irradiancia (P=0.06 ARA, P=0.06 DHA). Se registré la

ausencia del cido graso C22:2n6 en la mayoria de los tratamientos de fase exponencial y fase estacionaria.
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Capitulo 4. Discusion

En este trabajo de investigacion el crecimiento (densidad celular y tasa de crecimiento) de Nitzschia
thermalis f. curta y Amphora helenensis se modificé por efecto de la irradiancia y fue mayor para N.
thermalis en los tratamientos de 200 y 250 pmol m™ st y para A. helenensis en 150 umol m™2 s, La
composicion proximal de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis varié en funcién de la
irradiancia y la fase de crecimiento de los cultivos. Para Nitzschia thermalis f. curta el contenido de lipidos
se incrementd en las irradiancias mayores (200 y 250 pmol m™ s71) y para Amphora helenensis fue mayor
en 150 pumol m™2 st en la fase exponencial para ambas especies. El contenido de clorofila a para Nitzschia
thermalis f. curta y Amphora helenensis incrementd al utilizar las irradiancias menores (50 umol m™2 s7%)
en la fase estacionaria tanto. Los parametros de la eficiencia luminica de la fotosintesis para ambas
especies se modificaron por el efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento, a excepcion de la eficiencia
cuantica (Fv/Fm) que solo varié debido a la irradiancia. En el contenido de acidos grasos poliinsaturados
de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis, se obtuvieron los acidos de mayor importancia en la
nutricion, el acido eicosapentaenoico (EPA), 4cido araquiddnico (ARA) y dcido docosahexaenoico (DHA)

pero no se modificaron por efecto de la irradiancia.

4.1 Crecimiento

La densidad celular de los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta presentd diferencias por efecto de la
irradiancia por lo que muestran preferencia para reproducirse en los tratamientos de 150, 200 y 250 pmol
m~2 s71. La mayor tasa de crecimiento obtenida para esta especie se registrd en las irradiancias de 200
umol m=s71 (1.35 divisiones dia™) y 250 umol m™s™* (1.28 divisiones dia), y los valores obtenidos fueron
superiores a lo reportado por Jiménez-Valera (2016) para la misma especie en irradiancia de 100 umol m~
2571 (1.02 divisiones dia). Estas diferencias pueden estar asociadas a los factores ambientales utilizados

en los ensayos y a la densidad inicial de los cultivos.

Para los cultivos de Amphora helenensis la densidad celular se modificd por efecto de las intensidades de
luz, presentando los valores mayores en irradiancia de 100 pmol m™2s7%, al igual de lo que resulté para la
tasa de crecimiento (1.07 divisiones dia?). Los resultados obtenidos en A. helenensis son similares a lo
descrito por Leyva-Garcia (2013) para Phaeodactylum tricornutum que presentd una tasa de crecimiento

mayor en la irradiancia de 100 pmol m= s (0.90 divisiones dia) en comparacién con el tratamiento de
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50 pmol m™2 s71(0.79 divisiones dia ). Los valores mayores de la tasa de crecimiento obtenidos en este
estudio para A. helenensis son superiores a los presentados por Jiménez-Valera en 2016 para Amphora sp.
con la misma irradiancia utilizada (0.63 divisiones dia™), sin embargo, las diferencias encontradas pueden

deberse a otras variables ambientales y condiciones de cultivo.

Kurpan-Nogueria et al. (2014) encontraron que la tasa de crecimiento y la densidad celular de Isochrysis
galbana fue mayor en irradiancias de 300 (1.1 divisiones dia) y 600 pmol m™ s7* (1.2 divisiones dia-1)
comparada con 50 umol m™2 s (0.8 divisiones dia™) similar a lo que sucedié en esta investigacién para N.
thermalis f. curta donde la tasa de crecimiento mayor se encontré en el tratamiento de 250 pmol m=2 s
y contrario a lo presentado en A. helenensis, donde la tasa de crecimiento fue mayor en las irradiancias
menores. Los resultados obtenidos para N. thermalis f. curta en este estudio son distintos a los reportados
por Ramirez et al. (2015) para Nitzschia ephitemioides y Nitzschia sp. en donde no se presentaron cambios
por efecto en la irradiancia en densidad celular y tasa de crecimiento. Sin embargo, en dicho estudio se
evaluaron irradiancias Unicamente de 40, 80y 120 umol m™ s™! lo que sugiere una tolerancia de la especie
en ese rango de intensidad de luz, similar a lo mostrado en esta investigacién, ya que no se presentd
diferencia en la tasa de crecimiento en los tratamientos de 50, 100 y 150 pmol m™2 s™%, pero si en
irradiancias de 200 y 250 pmol m™2s™,

Por lo tanto, el crecimiento de N. thermalis f. curta se favorece en las irradiancias mayores utilizadas en
esta investigacion, mientras que el crecimiento de A. helenensis muestra una tendencia a la inversa; mayor
tasa de crecimiento en irradiancias menores. Estas diferencias posiblemente radican en las condiciones
ambientales en las que se desarrollan en su habitat natural, incluso a pesar de ser diatomeas bentdnicas
y ser aisladas de la misma regién se ha descrito que la capacidad de fotoaclimatacidn es distinta en las
diatomeas de acuerdo con su distribucidn espacial y las fluctuaciones climaticas del sitio en las que habitan

naturalmente (Lavaud et al., 2007).

El largo celular de Nitzschia thermalis f. curta no se modificd por efecto de la irradiancia y tampoco por la
fase de crecimiento. Para el ancho de las células, los valores disminuyeron al incrementar la irradiancia y
fueron mayores en la fase exponencial, sin embargo, las diferencias no fueron significativas. Estos
resultados pueden indicar que las células de Nitzschia thermalis f. curta no acumulan grandes cantidades
de compuestos de reserva, como lipidos neutros, que promueven el ensanchamiento de las células, sino
que pueden utilizar la energia para llevar a cabo otros procesos metabdlicos. El largo de las células
registrado en los tratamientos de Nitzschia thermalis f. curta fue de 21.04 a 22.84 um, similar a lo

reportado por Kawamura et al. (1998) para Nitzschia sp. (22.6 um) y mayor a lo obtenido para Nitzschia
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ovalis (11.7 um). De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el largo celular de Nitzschia
thermalis f. curta se encuentra en el rango descrito para ser utilizada como alimento en la acuicultura para

organismos herbivoros (10 a 100 um) segun Jeffrey et al. (1992).

Para Amphora helenensis el largo celular fue mayor en la fase exponencial e incrementé con respecto a la
irradiancia, mientras que el ancho de las células aumentd en la irradiancia mas baja (50 pmol m™2s™) en
la fase exponencial, sin embagargo, la variacidon no fue significativa. Para el ancho de las células de
Amphora helenensis, no se presentd variacion por efecto de la fase de crecimiento ni de la irradiancia. Esto
al igual que en Nitzschia thermalis f. curta posiblemente indica la poca acumulacién de sustancias de
reserva en forma de carbohidratos o de lipidos que son los principales componentes almacenados por las
células. Los valores de largo celular obtenidos por Amphora helenensis son 6.68 a 7.58 um, tamafio
adecuado para ser utilizada como alimento vivo de organismos acuicolas filtradores (1 a 15 um) de acuerdo

con Jeffrey et al. (1992).

4.2 Peso seco total, cenizas y peso organico

Los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta mostraron valores mayores de peso seco total por influencia de
la fase de crecimiento y la irradiancia. La fase estacionaria favorecio el peso seco total en la irradiancia de
100 pmol m2s? resultados que difieren con lo mencionado por Romero-Romero (2015) quien encontrd en
Amphora helenensis los pesos mayores en la fase exponencial en cultivos mantenidos en condiciones
similares. En los cultivos de Amphora helenensis no se modificd el peso seco total por influencia de la
irradiancia al igual que en lo descrito por Chavez-Medrano (2008) para la diatomea Navicula incerta donde
no se encontraron diferencias por efecto de la intensidad de luz. Sin embargo, los valores de peso seco
total para Amphora helenensis se incrementaron con los dias del cultivo, distinto a lo reportado por

Romero-Romero en 2015 para Amphora sp. en condiciones ambientales similares.

El contenido de cenizas para Nitzschia thermalis f. curta se modificé con la fase de crecimiento y con la
irradiancia. Los valores mayores se observaron al mantener los cultivos en irradiancias de 100 (211.89 ug
mL?) y 250 (211.44 pg mL?Y) umol m2s? en la fase estacionaria, contrario a lo descrito por Jiménez-Valera
(2016) para la misma especie y Romero-Romero (2015) para Amphora sp., quienes observaron el mayor

contenido de cenizas en la fase exponencial. Sin embargo, se ha descrito previamente que los mayores
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contenidos de cenizas en diatomeas son encontrados en la fase estacionaria e incrementan con los dias

de cultivo (Panggabean et al., 2013), lo que coincide con lo registrado para Nitzschia thermalis f. curta.

Para Amphora helenensis en este estudio no se modificé el contenido de cenizas por influencia de la fase
de crecimiento y por la irradiancia. Los resultados mostrados para esta especie son similares a lo
mencionado por Chavez-Medrano (2008) quien no encontré diferencias en el contenido de cenizas en la
diatomea Navicula incerta por efecto de la irradiancia. Ademds de la biomasa, otro factor importante que
puede provocar la modificacidn en el contenido de cenizas son las sales del medio, principalmente en las
especies marinas como es el caso de Nitzschia thermalis f. curta y de Amphora helenensis, lo cual sucede

debido a que las microalgas pueden incorporar las sales del medio a las células (Abalde et al., 1995).

El peso organico de Nitzschia thermalis f. curta se modificd por efecto de la fase de crecimiento y por la
irradiancia, donde los valores se incrementaron por influencia de la fase estacionaria en el tratamiento de
250 pmol m?2 s, Chadvez-Medrano (2008) observé el peso organico mayor en Navicula incerta en la fase
estacionaria, comparado con la fase exponencial, por lo que son similares con lo descrito en esta
investigacion. Kurpan-Nogueria et al. (2014) reportaron un incremento en el peso organico de la diatomea
Phaeodactylum tricornutum por efecto de las irradiancias mayores (300 y 600 pmol m2s?) en contraste
con la irradiancia menor (50 umol m2s?), resultados similares a lo registrado en esta investigacion para

Nitzschia thermalis f. curta.

En Amphora helenensis no se modificd el peso organico por efecto de la fase del cultivo e irradiancia, lo
que difiere con lo mencionado por Jiménez-Valera (2015), quien observé mayor peso organico en la fase
exponencial para la misma especie en condiciones similares de cultivo. Por otro lado, Chavez-Medrano
(2008) no encontré diferencias en el peso organico por efecto de la irradiancia en Navicula incerta, similar
a lo observado para Amphora helenensis. Posiblemente estos resultados son debido a que hay otros
componentes bioquimicos en las microalgas, ademas de las proteinas, lipidos y carbohidratos, como son
los acidos nucleicos, que pueden estar presentes de 1 a 10% en las células (Fabregas et al. 1986; Brown et

al., 1989).

4.3 Composicion proximal

El contenido de proteinas para Nitzschia thermalis f. curta fue de 6.31 al 29.14% y para Amphora helenensis

se registraron valores de 2.58 al 10.64%. De acuerdo con diversos autores, las proteinas son el componente
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dominante en las microalgas que pueden contener hasta el 60% del peso seco (Brown et al., 1989), sin
embargo, en las diatomeas puede variar de acuerdo con la especie y los factores ambientales, como la
irradiancia y la disponibilidad de nutrientes (Courtois et al., 2012; Abalde et al., 1995). Segln se ha descrito
De Pauw y Persoone (1988) para larvas de moluscos, el requerimiento adecuado de proteinas en una dieta
microalgal es del 30 al 60% del peso seco, por lo que Nitzschia thermalis f. curta contiene valores cercanos
a los requeridos, sin embargo, este requerimiento puede variar en funcidn de la especie de molusco. Para
Amphora helenensis los porcentajes obtenidos de proteinas fueron menores, lo que puede ser ocasionado
por el incremento de otros componentes bioquimicos como los lipidos, debido a la irradiancia utilizada en

los ensayos.

El porcentaje de proteinas de Nitzschia thermalis f. curta obtenido en este estudio fue mayor durante de
la fase estacionaria en irradiancia de 200 pmol m?s? (29.14%) y para Amphora helenensis el contenido de
proteinas incremento en la fase estacionaria en los tratamientos de 50 (10.57%) y 100 (9.66%) umol m2s
!, Estos resultados no concuerdan con lo reportado por Romero-Romero (2015), quien encontrd para
Amphora sp. mayor contenido de proteinas en la fase exponencial, estas diferencias pudieran ser debido

la cantidad de indculo utilizados en los bioensayos.

Se ha descrito por diversos autores que el contenido de proteinas en las microalgas es inverso al contenido
de lipidos y carbohidratos (Brown et al., 1997), lo que coincide con los resultados en esta investigacion, y
que podria explicar el incremento de proteinas en la fase estacionaria, debido a que los lipidos y
carbohidratos decrecieron al aumentar los dias de cultivo. Tanto en los cultivos de Nitzschia thermalis f.
curta como de Amphora helenensis los resultados observados difieren con lo detallado por Jiménez-Valera
en 2016 para Amphora sp. y Nitzschia sp. bajo condiciones de irradiancia de 100 umol m?2s?, quien no

registro diferencias por efecto de la fase de crecimiento en el porcentaje de proteinas.

El contenido de carbohidratos para Nitzschia thermalis f. curta fue de 4.97 al 18% y para Amphora
helenensis de 4.21 al 8.24%. En ambas especies los valores obtenidos son cercanos a lo reportado para el
contenido promedio de carbohidratos en microalgas (5 al 23%) y que pueden variar en las condiciones de
cultivo (Brown et al., 1997). Se tiene registro del contenido de carbohidratos en las microalgas requerido
para la alimentacién de moluscos bivalvos que es de 5 al 30%, por lo que Nitzschia thermalis f. curta y

Amphora helenensis presentaron valores superiores en algunos de sus tratamientos (Abalde et al., 1995).

El contenido de carbohidratos en los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta fue mayor durante la fase

exponencial de crecimiento en irradiancia de 200 pmol m2s™* (18%), contrario a lo que reporta Jiménez-



56

Valera (2016) para la misma especie y con nivel de irradiancia de 100 pmol m?2s?, quien encontré un
porcentaje mayor en la fase estacionaria (5.1%) con respecto a la exponencial (4.4%). La misma tendencia
en la fase de crecimiento se presenté para Amphora helenensis, ya que el porcentaje mayor de

carbohidratos se registré durante la fase exponencial en la irradiancia de 100 pmol m?2s? (8.24%).

El incremento en la acumulacidn de carbohidratos en Nitzschia thermalis f. curta en la fase exponencial al
aumentar la irradiancia posiblemente es debido a que la diatomea acumula las sustancias de reserva
energética en forma de carbohidratos y no en forma de lipidos ya que se ha mencionado que la
crisolaminarina, el cual es un carbohidrato de reserva, es uno de los principales productos de la fotosintesis

en las diatomeas (Abalde, 1995; Gongalves et al., 2013).

El contenido de lipidos para Nitzschia thermalis f. curta en los distintos tratamientos se registré de 17.15
al 41.90% y para Amphora helenensis fue de 9.27 al 22.57%. La composicion de lipidos en microalgas es
muy variable, ya que se pueden presentar desde 1 al 40% en condiciones normales de cultivo, sin embargo,
bajo estrés ambiental puede llegar hasta el 80% del peso seco, los principales factores que afectan la
composicion de lipidos son la disponibilidad de nutrientes, la luz y la temperatura (Paoletti, 1976; Shifrim
y Chrisholm, 1980). Los porcentajes registrados en las microalgas que se utilizan para la alimentacidn con
mejores resultados de crecimiento en crusticeos y peces son de 10 al 20% (Abalde et al., 1995), por lo
que la mayoria de los tratamientos de Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis obtuvieron valores

de lipidos dentro del rango descrito.

El contenido de lipidos de los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta mostré una disminucion al avanzar
los dias de cultivo y un incremento al aumentar la irradiancia, por lo que los valores mayores se
presentaron en la fase exponencial en los tratamientos de 200 umol m= s (41.90%) y 250 umol m=2 st
(34.86), lo que coincide con lo descrito por Jiménez-Valera (2016) quien reporté mayor porcentaje de
lipidos en la fase exponencial (14.6%) con respecto a la estacionaria (7.8%). Estos resultados mostrados en
esta investigacién pueden deberse a la produccidn de lipidos polares durante la fase exponencial, los
cuales son componentes de membrana y estdn constituidos principalmente por &acidos grasos
poliinsaturados y son necesarios para el crecimiento de las células microalgales y por el contrario no se
estdn produciendo lipidos neutros que son aquellos que se utilizan como reserva energética
(generalmente triagliceroles). Por su parte, Chavez-Medrano (2008) menciona que el porcentaje de lipidos
en diatomeas se ve modificado debido a la irradiancia utilizada en los cultivos, lo que concuerda con lo

obtenido en este estudio.
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Los valores obtenidos para Amphora helenensis mostraron mayor contenido de lipidos en la fase
exponencial en el tratamiento de 150 pumol m2 s (22.57%), similar a lo registrado por Romero-Romero
en 2015 para Amphora sp., quien encontré mayor produccién de lipidos en la fase exponencial con

respecto a la fase estacionaria para esta misma especie bajo irradiancia de 50 umol m2 sy luz blanca.

En Amphora helenensis y Nitzschia thermalis f. curta la produccidn de lipidos fue mayor en la fase
exponencial, lo puede ser debido a que durante esta fase las microalgas utilizan la energia para el
crecimiento, por lo tanto, incrementa la sintesis de lipidos estructurales que conforman las membranas

celulares y por consiguiente el contenido total de lipidos.

En Amphora helenensis se presentd la disminucién del contenido de lipidos en la irradiancia mayor, lo que
puede ser consecuencia de la fotooxidacién por el exceso de luz al cual estd sometido el aparato
fotosintético de acuerdo con Gongalves et al. (2013). En este proceso, debido a los altos niveles de
irradiancia la clorofila se encuentra excitada e inestable por lo que reacciona con el oxigeno que esta
disuelto, transfiriéndole energia que se utiliza para la formacidn de otras moléculas y, por lo tanto,

disminuyendo la produccion de acidos grasos (Falkowski y Raven, 2007).

4.4 Pigmentos

El contenido de clorofila a de Nitzschia thermalis f. curta fue mayor en la fase estacionaria (386.27 pg L),
contrario a lo indicado por Romero-Romero (2015), quien encontré mayor concentracion de clorofila a en
la fase exponencial para Amphora sp. bajo irradiancia de 50 umol m™ s y luz blanca. En el caso de
Amphora helenensis, los resultados obtenidos en esta investigacién muestran una tendencia similar a lo
registrado para Nitzschia thermalis f. curta, ya que se presentaron mayores valores de clorofila a en la fase
estacionaria (314 pg LY). Esto sucede debido a que durante la fase estacionaria la densidad celular de los
cultivos es mayor que en la fase exponencial, lo que produce un efecto sombra entre las células, por lo
tanto, se requiere producir mayor cantidad de clorofila a para maximizar la captacion de luz (Spilling y

Seppala, 2012).

Algunos autores como Conceicdo et al. (2020), Falkowskiy Owens (1980) y Lafarga-de la Cruz et al. (2006)
han reportado para diversas especies de microalgas que la irradiancia puede modificar la produccion de

clorofila y otros pigmentos. Los resultados aqui obtenidos para Nitzschia thermalis f. curta mostraron
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mayor concentracién de clorofila a en la irradiancia menor, tendencia similar a lo descrito por Falkowski y
Owens (1980) para Dunaliella tertiolecta (cloroficea) y Skeletonema costatum (diatomea), ya que se
incremento el contenido de clorofila a al disminuir la irradiancia, lo cual sucede como una adaptacién para
optimizar la captacion de luz. Los resultados presentados para Amphora helenensis coinciden con lo
descrito anteriormente y con lo obtenido por Lafarga-de la Cruz et al. (2006) para Rhodomonas sp., al
mostrar mayor concentracién de clorofila a en irradiancias menores. Esto sucede debido a que, bajo
condiciones de luz limitadas, las microalgas al requerir de energia luminosa para llevar a cabo sus procesos
metabdlicos poseen estrategias para maximizar la cosecha de luz, por lo que aumentan la sintesis de

clorofila o incrementan el nimero de unidades fotosintéticas (Falkowski y Owens, 1980).

Una tendencia similar a la clorofila a se presentd en la clorofila ¢ para Nitzschia thermalis f. curta, donde
se modificé su contenido por efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento. El contenido de clorofila ¢
incrementod al disminuir la irradiancia en la fase estacionaria, donde fue mayor. Para Amphora helenensis
la produccidn de clorofila c fue mayor la fase estacionaria y disminuyé en la irradiancia mayor. La clorofila
€ es un pigmento accesorio para la captacidon de luz presente en las diatomeas, por lo que a bajas
intensidades luminosas las células de las microalgas requieren aumentan su produccién para cosechar la

mayor cantidad de luz posible (Kuczynska et al., 2015).

Los carotenoides son pigmentos producidos por las células de las microalgas como accesorios en la
captacion de luz para la fotosintesis y para la fotoproteccion del aparato fotosintético cuando la intensidad
de luz es elevada (Abalde et al. 1999). El contenido mayor de carotenos para Nitzschia thermalis f. curta
fue bajo irradiancia de 250 umol m™2 sty para Amphora helenensis de 50 pumol m™ s! en la fase
estacionaria para ambas especies. Estos resultados difieren a lo reportado por Romero-Romero (2015)
para la especie de Amphora sp., quien encontré mayor concentracién de carotenos durante la fase
exponencial con respecto a la fase estacionaria. Se han reportado por otros autores tendencias similares
ya que durante la fase exponencial la densidad celular de los cultivos microalgales es baja, por lo que no
se presenta el efecto de auto sombreado entre las células y por lo tanto las microalgas producen
pigmentos de fotoproteccidn ya que requieren protegerse de la luz excesiva para evitar dafios en el
aparato fotosintético (Spilling y Seppéla, 2012). Por otro lado, los resultados de Nitzschia thermalis f. curta
y Amphora helenensis en este estudio, son similares a los reportados por Carreto y Catoggio (1976), para
la diatomea Phaeodactylum tricornutum donde los carotenoides incrementaron en la fase estacionaria

con respecto a la fase exponencial.
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Diversos autores han sefialado a la irradiancia como uno de los factores ambientales que afectan la
produccién y los niveles de carotenoides en microalgas (Vo et al.,2017; Abalde et al., 1995; Abalde et al.,
1999). Los resultados obtenidos para Nitzschia thermalis f. curta coinciden con Wiliemoes y Mona (1991)
que compararon 40, 75, 100, 200, 300 y 500 umol m™2 s~ en Nitzschia palea y encontraron un incremento
de carotenos en las irradiancias mayores, esto como una estrategia para mitigar el dafio que puede
provocar el exceso de luz en el aparato fotosintético. Se conoce que bajo intensidades de luz muy elevadas
puede presentarse la fotoinhibicidn y la inactivacién parcial o total del del aparato fotosintético, por lo
cual las células producen pigmentos de proteccion como los carotenoides, que evitan que estos dafios

ocurran disipando el exceso de energia luminosa (Kuczynska et al., 2015).

La tendencia observada en Amphora helenensis es similar a lo mencionado por Conceicdo et al. (2020)
para Phaeodactylum tricornutum y Chaneva et al. (2007) para Arthronema africanum, quienes reportaron
el incremento de carotenos al decrecer la irradiancia. Estos resultados podrian indicar la posible
destruccién de los pigmentos accesorios debido a las intensidades de luz muy elevadas que produce un
gran estrés luminico en el aparato fotosintético. Esto indica la baja tolerancia de Amphora helenensis a las
irradiancias mayores utilizadas en esta investigacion, lo que no sucede en Nitzschia thermalis f. curta quien

mostré mayor adaptacion a intensidades de luz elevadas.

4.5 Eficiencia luminica de la fotosintesis

Los valores elevados de la eficiencia fotosintética denotan un mayor flujo de electrones y una mejor
utilizaciéon de la luz en los organismos fotosintéticos (Cullen y Davis, 2003). En el cultivo de Nitzschia
thermalis f. curta los valores de eficiencia fotosintética (a) disminuyeron respecto a las mayores
irradiancias en la fase exponencial, mientras que en la fase estacionaria se presentd una tendencia
contraria, incrementando al aumentar la irradiancia. Para Amphora helenensis la eficiencia fotosintética
incremento en la irradiancia menor y fue mayor en la fase exponencial, estos resultados posiblemente son
debido a que las altas irradiancias pueden propiciar la inhibicidn de la eficiencia fotosintética como lo

describidé South y Whittick (2009) y Torres et al. (2014).

La irradiancia de saturacion luminica (ls) para Nitzschia thermalis f. curta incrementd en irradiancia de 250
umol m2 st de la fase exponencial, lo que indica una posible adaptacién de estas células a irradiancias

altas ya que se ha descrito que las microalgas adaptadas a intensidades de luz elevadas pueden presentar
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un Iy mayor (Dubinsky et al. 1986). En un estudio realizado por Torres et al. (2014) para las diatomeas
Phaeodactylum tricornutum y Amphora coffeaeformis se observé un incremento de hasta el 80% en el Ii
con respecto al aumento de la irradiancia. Para Amphora helenensis el | mayor se presentd en la
irradiancia de 150 pmol m™ s en la fase exponencial y disminuyd en las irradiancias mayores. Estos
resultados podrian indicar que las células de Amphora helenensis se encuentran adaptadas a dichas

intensidades de luz.

El rendimiento cudntico del fotosistema Il (Fv/Fm) es un pardmetro que denota el estrés fisiologico
presente en las células de las microalgas, principalmente cuando es producido por la limitacién de
nutrientes y por la irradiancia, sin embargo, no es exclusivo de estos factores ambientales (Parkhill et al.,
2001). Para Nitzschia thermalis f. curta el Fv/Fm mayor se presentd en la irradiancia menor en la fase
estacionaria y en Amphora helenensis se encontré una tendencia similar, incrementando el Fv/Fm con la
irradiancia mas baja en ambas fases de crecimiento. Posiblemente estos resultados indican que ambas
especies de diatomeas se encuentran bajo estrés fisioldgico por efecto de las mayores irradiancias
utilizadas en los bioensayos ya que previamente se ha mencionado que en las microalgas bajo condiciones
de estrés continuas el Fv/Fm tiende a disminuir (Suggest et al., 2009). De acuerdo con Almazan-Becerril y
Garcia-Mendoza (2008), la reduccién del Fv/Fm depende de la irradiancia que reciben las células de las
microalgas, por lo que a mayor intensidad de luz tiende a disminuir el Fv/Fm, sin embargo, los valores
pueden variar en funcién del grupo de microalgas y de la especie, debido a las condiciones ambientales

del sitio donde habitan.

Los valores normales de Fv/Fm establecidos para las microalgas van de 0.6 al 0.8, pero pueden variar seguin
el grupo y la especie (Cullen y Davis, 2003), por lo tanto, valores menores a los descritos anteriormente
podrian indicar estrés fisiolégico debido a los factores ambientales, en el caso de este estudio, la
irradiancia. Los resultados obtenidos en esta investigacién coinciden con Dong et al. (2016) para la
diatomea Thalassiosira pseudonana quienes reportaron un decremento en el Fv/Fm con respecto al
aumento de la irradiancia como respuesta al estrés fisioldgico por la intensidad de luz elevada utilizada en

-2 s—l

los cultivos (800 umol m con respecto a 200 umol m2s1),

La tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax) para Nitzschia thermalis f. curta incrementd con
respecto a la irradiancia en la fase exponencial, tendencia similar a lo obtenido para Amphora helenensis.
En un estudio realizado por Torres et al. (2014) para las diatomeas Phaeodactylum tricornutum y Amphora
coffeaeformis reportaron un aumento en el ETRmax €n condiciones de mayor irradiancia (luz solar en

exterior con respecto a 40 umol m™ s71) durante la fase exponencial. Esto denota la gran flexibilidad
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fotosintética y las diversas estrategias de fotoaclimatacidn que tienen las diferentes especies de diatomeas
para adaptarse a las distintas condiciones de luz a las que pueden ser sometidas en su medio natural

debido a la variacion de las condiciones ambientales.

4.6 Acidos grasos

La composicidon de acidos grasos de Nitzschia thermalis f. curta en los diversos tratamientos utilizados en
esta investigacidon mostraron porcentajes de acidos grasos saturados (SFA) de 43.05 al 49.10%, en los
acidos grasos monoinsaturados (MUFA) 23.79 al 35.13% y en los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de
15.67 al 32.42%. Los valores de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) incrementaron en la irradiancia
mayor en la fase exponencial y en la fase estacionaria disminuyd el contenido de PUFA en el nivel de

irradiancia mas elevada.

El perfil de acidos grasos de Amphora helenensis en las condiciones experimentales utilizadas en este
trabajo mostraron porcentajes de acidos grasos saturados (SFA) de 34.68 al 56.51%, en acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) de 22.82 al 29.77% y en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de 21.50 al
34.94%. De manera general, los valores totales de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) registraron una
tendencia inversa con respecto al nivel de irradiancia en la fase de crecimiento exponencial, mientras que
en el crecimiento estacionario el contenido de PUFA incrementd proporcionalmente con respecto al

aumento del nivel de irradiancia.

Segun lo mencionado por Govindan et al. (2021) para el perfil de acidos grasos de Amphora oculata, los
SFA fueron los mas abundantes (55.1%), seguido de los MUFA (44.5%) y los PUFA (10.6%), los porcentajes
obtenidos concuerdan con lo registrado para Amphora helenensis en el contenido de SFA, sin embargo,
para MUFA y PUFA los valores fueron mas bajos. Estas diferencias pueden ser debidas a las condiciones
de cultivo que fueron utilizadas y a la variacién en la produccién y acumulacién de acidos grasos en

diatomeas del mismo género, segun describié Chan (2012).

Conceicdo et al. (2020) reportaron para Phaeodactylum tricornutum un incremento en los acidos grasos
saturados con el aumento de la irradiancia, contario a los acidos grasos poliinsaturados que disminuyeron
al aumentar la intensidad de luz, donde los niveles menores de irradiancia fueron de 150 pmol m2 sty

los mayores de 750 pumol m™2 s, Se ha descrito por otros autores que en las diatomeas al disminuir la
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irradiancia incrementan los lipidos polares los cuales estan asociadas a las membranas de los cloroplastos,
mientras que al incrementar la intensidad de luz se produce un aumento en los triagliceroles, forma en la
que las microalgas acumulan los acidos grasos para reserva energética y constituidos principalmente por

acidos grasos saturados (SFA) (Kurpan-Nogueria et al., 2014).

Diversos autores han mencionado que las bajas irradiancias (50 a 150 m™2 s™%) promueven la produccidn
acidos grasos poliinsaturados en microalgas ya que forman parte de componentes estructurales de los
cloroplastos, por lo tanto, si aumentan los pigmentos fotosintéticos se esperaria un incremento en acidos
grasos poliinsaturados, mientras que las mayores irradiancias propiciarian una mayor produccién de
acidos grasos saturados (Conceicdo et al., 2020; Spilling y Seppéla, 2012; Kurpan-Nogueria et al., 2014;
Brown et al., 1996). Un cultivo con una densidad elevada puede tener un efecto similar a las bajas
irradiancias debido al efecto de autosombreado de las células. De acuerdo con Brown et al. (1989) el
aumento del nivel de irradiancia puede incrementar la insaturacidn de los acidos grasos en los cultivos de

microalgas.

La fase de crecimiento interviene en la composicion de acidos grasos de las microalgas, segun lo descrito
por Liang y Miai (2005) para diversas diatomeas marinas donde los porcentajes para Nitzschia closterium
incrementaron en los SFA (26.14% a 36.33%) y MUFA (29.86% a 45.06%) en la fase estacionaria con
respecto a la fase exponencial, mientras que los PUFA disminuyeron (37.34% a 16.26%). Esto sucede
debido a que las células de las microalgas acumulan lipidos principalmente en forma de triagliceroles que
son parte de los acidos grasos saturados, mientras que los acidos grasos poliinsaturados son parte

estructural de las células, por lo que se encuentran en mayores cantidades durante la fase exponencial.

Entre los acidos grasos saturados registrados en Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis que se
presentaron en todos los tratamientos son el C16:0 y el C18:0 y que han sido descritos por ser esenciales
en el proceso de sintesis de acidos grasos; ademas éstos son importantes para la posterior produccién de
acidos grasos poliinsaturados (Chen, 2007; Wen y Chen, 2003). Para Nitzschia thermalis f. curta en el acido
graso C16:0 se registraron valores de 17.17 al 28.55%, por lo que resultd ser el SFA mas abundante, y el
C18:0 mostrd una concentracion del 0.45 al 10.76%. Para Amphora helenensis en el C16:0 se registraron
de 9.55 al 12.79%, en el C18:0 concentraciones de 0.49 al 2.88% y el SFA mas abundante fue el C13:0 con
valores que oscilan de 2.18 al 18.16%. Se reportd para otras especies de diatomeas bentdnicas la presencia
de estos acidos grasos saturados, en Amphora exigua y Amphora bigibba con una concentracion de C16:0
del 9.81 al 16.07% y el C18:0 del 1.75 al 8.05% y para Nitzschia panduriformis y Nitzschia grossestriata el
C16:0 con un contenido de 10.18 al 25.11% y el C18:0 del 5.54 al 32.24% (Chen, 2012). Los resultados
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obtenidos en este estudio para Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis coinciden con los valores
de referencia para el contenido de 4cidos grasos anteriormente descritos por Chen (2012) para otras

especies del género Amphora y Nitzschia.

Uno de los acidos grasos poliinsaturados de mayor importancia en la nutricién acuicola es el acido
eicosapentaenoico (C20:5n3 EPA) que se presentd en todos los tratamientos de Nitzschia thermalis f.
curta, en porcentajes de 10.95 al 19.12% bajo los distintos tratamientos experimentales. Los mayores
contenidos de EPA se registraron en la fase estacionaria, sin embargo, no se modificé la produccién de
EPA debido a la irradiancia. Para los cultivos de Amphora helenensis el acido eicosapentaenoico (C20:5n3
EPA) se presenté en todas las condiciones experimentales de esta investigacion en un contenido del 15.08
al 28.42%. El contenido de EPA en los cultivos de Amphora helenensis fue mayor en la fase exponencial y
presenté una tendencia inversa con respecto al incremento del nivel de irradiancia, sin embargo, las
diferencias por efecto de la irradiancia no fueron significativas. Los valores mayores de este acido graso
en la fase exponencial pueden ser debidas a que el EPA juega un papel importante en las membranas de
los tilacoides, por lo que esta presente en la fase exponencial cuando las células invierten la energia para
el crecimiento (Qiao et al. 2016). Se ha reportado en la diatomea Skeletonema costatum la mayor
produccion de EPA al utilizar niveles de irradiancia elevadas (340 umol m= s7%) en la fase estacionaria del
crecimiento en (Guihéneuf et al., 2009), lo que difiere con los resultados obtenidos para Amphora
helenensis y para Nitzschia thermalis f. curta donde no se modificé el contenido de EPA por efecto de la

irradiancia.

De acuerdo con Rasmussen y Morrissey (2007) las diatomeas contienen niveles de EPA aproximados de
15% a 30%, por lo que los resultados obtenidos en este estudio para Nitzschia thermalis f. curta en algunas
condiciones experimentales estan por debajo de estos valores, sin embargo, la mayoria de los
tratamientos estd dentro del rango descrito. Estos resultados pueden ser atribuidos a las diversas
tendencias que presentan las diatomeas para producir y acumular acidos grasos, lo cual en muchas
ocasiones es especie-especifico (Chen, 2012). Se reporto para Nitzschia laevis la presencia de un 79% de
EPA en el total de 4cidos grasos analizados (Chen et al., 2007) por lo que los valores registrados en esta
investigacion estan por debajo, sin embargo, estas diferencias pueden deberse al tipo de cultivo utilizado
ya que el mayor porcentaje de EPA fue obtenido en cultivos heterotréficos lo que difiere con lo realizado
en esta investigacion. Para Amphora helenensis el contenido de EPA de los tratamientos experimentales
esta dentro de los valores promedio descritos anteriormente por Rasmussen y Morrissey (2007). Se ha
encontrado para otras especies como Amphora exigua un contenido de EPA del 5 al 13%, por lo que los

resultados obtenidos en esta investigacion son mayores a los registrados en otras especies del mismo
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género. Estos resultados pueden atribuirse a las condiciones ambientales utilizadas en el cultivo, ya que
segun lo describié Chen (2012), la produccidn de acidos grasos en las diatomeas puede variar por diversos
factores ambientales como la irradiancia, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes y los dias de

cultivo.

En Nitzschia thermalis f. curta la concentracion de acido docosahexaenoico (C22:6n3 DHA) mostré valores
de 1.31 al 4.40% en sus diversas condiciones experimentales e incrementd en la fase estacionaria y no se
modificé por efecto de la irradiancia. El dcido araquiddnico (C20:4n6 ARA) se registrd en todos los
tratamientos experimentales con valores de 1.50 al 4.34% y la concentracion de ARA aumento en la fase
estacionaria y no se presentaron modificaciones debido a la irradiancia. El dcido docosahexaenoico
(C22:6n3 DHA) en Amphora helenensis mostré valores de 0.06 al 3.09% donde la mayor concentracién fue
bajo irradiancia de 100 umol m™ s en ambas fases de crecimiento, sin embargo, la diferencias obtenidas
por efecto de la irradiancia y fase de crecimiento no fueron significativas. El acido araquiddnico (C20:4n6
ARA) para Amphora helenensis presentd valores de 1.63 al 4.81% pero no se modificdé debido a la
irradiancia y la fase de crecimiento. Ambos acidos grasos poliinsaturados son necesarios en la nutricion de
organismos acuicolas, por lo tanto, es importante que las microalgas que se utilizan para la alimentacion

en la acuicultura puedan producirlos en las cantidades requeridas.

El porcentaje de acido araquiddnico (C20:4n6 ARA) mostrado en diatomeas es de 0 al 4% y en el 4cido
docosahexaenoico (C22:6n3 DHA) se reportan valores bajos, de aproximadamente 1.5% aunque puede
variar entre las diversas especies (Brown et al., 1997). Lo observado en Nitzschia thermalis f. curta para el
C20:4n6 ARA coincide con lo descrito anteriormente por Brown et al. (1997), ya que los valores se
encuentran en el rango promedio (0 al 4%), lo mismo que mostré Amphora helenensis. Para Nitzschia
thermalis f. curta el porcentaje de C22:6n3 DHA obtenido se encuentra por encima de los valores
promedio, contrario a lo sucedido en Amphora helenensis donde el contenido de C22:6n3 DHA es menor
a los valores de referencia. Los bajos porcentajes de docosahexaenoico (C22:6n3 DHA) en Amphora
helenensis coinciden con Chen (2012), donde Amphora exigua no mostré niveles detectables de C22:6n3
DHA y Amphora bigibba registré valores de 0.03 a 1.53%. Estos resultados sugieren que Amphora es un
género de diatomeas con una tendencia de producir bajos contenidos de acido docosahexaenoico, en

comparacidn con otros grupos de diatomeas.

Qiao et al. (2016) encontraron para Phaeodactylum tricornutum un incremento en el porcentaje de
C22:6n3 DHA con respecto a la irradiancia en la fase estacionaria, lo que coincide para Nitzschia thermalis

f. curta. Asimismo, los autores reportaron el aumento de MUFA y la disminucién de PUFA al incrementar
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la irradiancia. Segun Paoletti (1976) los factores ambientales pueden modificar la proporcién de acidos
grasos. De acuerdo con diversos autores, los fosfolipidos y glicolipidos (componentes de membrana
celular) y los triagliceroles (sustancias de reserva energética) son los lipidos mds abundantes en las

microalgas y pueden variar segun los factores ambientales como la luz (Abalde et al., 1995).

Finalmente, Nitzschia thermalis f. curta y Amphora helenensis contienen los acidos grasos poliinsaturados
requeridos para ser especies consideradas en la alimentacidon de organismos acuicolas, principalmente

debido a la abundante presencia del acido eicosapentaenoico (EPA).



66

Capitulo 5. Conclusiones

e Para Nitzschia thermalis f. curta los altos valores de irradiancia (200 y 250 pmol m2 s?)
incrementaron la densidad celular, la tasa de crecimiento y el tiempo de generacidn. El peso
organico en Nitzschia thermalis f. curta se modificod por efecto de la irradiancia y durante la fase

estacionaria incrementd con respecto a los mayores valores de la irradiancia.

e La composicidn proximal de Nitzschia thermalis f. curta es influenciada por la irradiancia y fase de
crecimiento: la irradiancia de 200 pumol m2 s produjo un incremento de proteinas en la fase
estacionaria, mientras que los carbohidratos aumentaron en la fase exponencial. El porcentaje de

lipidos incrementd con la magnitud de la irradiancia y disminuyé en la fase estacionaria.

e El contenido de pigmentos de Nitzschia thermalis f. curta se modificd por efecto de la fase de
crecimiento y de la irradiancia. El contenido de clorofila a y ¢ incrementaron en las bajas
irradiancias en la fase estacionaria (50 pmol m?s?), mientras que el contenido de carotenos

aumento con las altas irradiancias en la fase estacionaria (250 pmol m2s).

e La eficiencia fotosintética (o) de Nitzschia thermalis f. curta aumenté en los cultivos mantenidos a
50 umol m?s? en la fase exponencial. El indice de saturacion luminica (lk) y la tasa maxima de
transporte de electrones (ETRmax) incrementaron en las mayores irradiancias en la fase
exponencial. La eficiencia cuantica (Fv/Fm) disminuyd con los mayores niveles de la irradiancia

(150,200 y 250 umol m2s?), pero sin efecto por la fase de crecimiento.

e En todos los tratamientos de Nitzschia thermalis f. curta se presentaron los acidos grasos C16:0,
C16:1, C20:4n6 ARA, C20:5n3 EPA, C22:6n3 DHA que son esenciales en la nutricidn acuicola. El
mayor porcentaje de PUFA fue el C20:5n3 EPA y la produccion de C22:6n3 DHA, C20:4n6 ARA y
C20:5n3 EPA en los cultivos de Nitzschia thermalis f. curta fueron mayores en la fase estacionaria

pero no se modificaron por efecto de la irradiancia.

e Para Amphora helenensis los bajos valores de irradiancia (100 pmol m2 s) incrementaron la
densidad celular, la tasa de crecimiento y el tiempo de generacién. El peso organico en Amphora

helenensis incrementd en la fase estacionaria, pero no se modificé por efecto de la irradiancia.
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La composicién proximal de Amphora helenensis es influenciada por la irradiancia y la fase de
crecimiento: la fase estacionaria produjo un aumento de proteinas en irradiancias de 50 y 150
umol m™ s7! mientras que los carbohidratos aumentaron en 100 pmol m=2 s, El porcentaje de

lipidos se incrementd en irradiancia de 150 pmol m™ s en la fase exponencial.

En Amphora helenensis el contenido de clorofila a y de carotenos se incrementaron en las bajas

irradiancias (50 pmol m2s?) en la fase estacionaria.

Para Amphora helenensis en la fase exponencial se incrementd la eficiencia fotosintética (a) en las
menores irradiancias (50 umol m2s?), el indice de saturacién luminica (lx) en irradiancia de 150
umol m= s y la tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) en las mayores irradiancias
(250 pumol m2s?), La eficiencia cuantica (Fv/Fm) de Amphora helenensis disminuyd con los

menores niveles ( 50 umol m?2s?) de la irradiancia, pero sin efecto por la fase de crecimiento.

En todos los tratamientos de Amphora helenensis se registraron los acidos grasos C16:0, C16:1,
C20:4n6 ARA, C20:5n3 EPA y C22:6n3 DHA que son esenciales en la nutricién de los organismos
acuicolas. El mayor porcentaje de PUFA se presentd en el acido graso C20:5n3 EPA y la produccién
de C22:6n3 DHA, C20:5n3 EPA y ARA en los cultivos de Amphora helenensis no se modificé por

efecto de la irradiancia. El contenido de C20:5n3 EPA fue mayor en la fase exponencial.
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Recomendaciones

e Utilizar la biomasa de Amphora helenensis y Nitzschia thermalis f. curta cultivadas bajo diferentes

condiciones de irradiancia para realizar bioensayos de alimentacién en organismos acuicolas.

e Evaluar el efecto de la composicidon espectral y el fotoperiodo en los cultivos de Amphora
helenensis y Nitzschia thermalis f. curta para obtener la mayor produccién de biomasa y de acidos

grasos poliinsaturados.

e Evaluar el efecto en el perfil de acidos grasos de Amphora helenensis y Nitzschia thermalis f. curta
de otras variables ambientales como la temperatura y la disponibilidad de nutrientes en el medio

de cultivo.

e Realizar investigacidon sobre otras diatomeas bentdnicas aisladas de la regidon en condiciones
controladas de laboratorio, para evaluar su biomasa y composicién bioquimica, asi como su

posible uso en la acuicultura.
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Acidos grasos

Tabla 3. Resumen del analisis Prueba de Kruskal-Wallis de la del contenido de acidos grasos de Nitzschia thermalis f.

curta mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100, 150, 200 y 250 pmol m? s
exponencial y estacionaria. Donde se muestra el valor de P para la fase de crecimiento e irradiancia.

Acido graso Fase (P) Irradiancia(P)
C6:0 0.00 0.05
C8:0 0.00 0.40
C10:0 0.00 1.00
C11:0 0.00 0.05
C12:0 0.00 0.25
C13:0 0.00 0.05
C14:0 0.00 0.40
C15:0 0.27 0.00
Cl16:0 0.00 0.85
C17:0 0.01 0.01
C18:0 0.00 0.25
C20:0 0.71 0.05
C21:0 0.00 1.00
C22:0 0.27 0.01
C23:0 0.00 0.25
C24:0 0.27 0.40
Cl4:1 0.00 0.01
Cle:1 0.27 0.25
C17:1 0.71 0.03
C24:1 0.06 0.05
C18:1n9C 0.27 0.15
C18:1n9T 0.00 1.00
C20:1n9 0.27 0.00
C22:1n9 0.71 0.28
C18:2n6 C 0.27 0.05
C18:2n6 T 0.27 0.40
C18:3n6 0.01 0.09
C18:3n3 0.27 0.85
C20:2n6 0.06 0.00
C20:3n6 0.06 0.03
C20:3n3 0.00 0.01
C20:4n6 ARA 0.00 1.00
C20:5n3 EPA 0.00 0.85
C22:2n6 0.00 0.85
C22:6n3 DHA 0.00 0.85

1

, en la fase
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Acidos grasos

Tabla 4. Resumen del analisis Prueba de Kruskal-Wallis de la del contenido de acidos grasos de Amphora helenensis
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100, 150, 200 y 250 umol m s, en la fase exponencial y

estacionaria. Donde se muestra el valor de P para la fase de crecimiento e irradiancia.

Acido graso Fase (P) Irradiancia (P)
C6:0 0.71 0.09
C8:0 0.05 0.05
C10:0 0.06 0.40
C11:0 0.01 0.40
C12:0 0.06 0.05
C13:0 0.06 0.40
C14:0 0.27 0.85
C15:0 0.00 0.25
Cl16:0 0.27 0.01
C17:0 0.06 0.85
C18:0 0.27 0.00
C20:0 0.27 0.15
C21:0 0.06 0.40
C22:0 0.27 0.00
C23:0 0.71 0.00
C24:0 0.01 0.85
Cl4:1 0.06 0.25
C15:1 0.05 0.05
Cle:1 0.06 0.85
Cl7:1 0.27 0.15
C24:1 0.01 0.85
C18:1n9C 0.06 0.15
C18:1n9T 0.27 0.85
C20:1n9 0.71 0.00
C22:1n9 0.06 0.01
C18:2n6 C 0.01 0.00
C18:2n6 T 0.27 0.05
C18:3n6 0.01 0.15
C18:3n3 0.71 0.00
C20:2n6 0.06 0.05
C20:3n6 0.27 0.05
C20:3n3 0.06 0.05
C20:4n6 ARA 0.06 0.05
C20:5n3 EPA 0.01 0.85
C22:2n6 0.23 0.07
C22:6n3 DHA 0.06 0.15




