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Resumen de la tesis que presenta Eugenio García Álvarez como requisito parcial para la obtención del 
grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura. 
 
 

Efecto de la composición espectral de la de la luz en la composición bioquímica y estandarización de 
procedimientos para el análisis de la expresión génica de Arthrospira (Spirulina) maxima  

 
 

Resumen aprobado por: 
 
 

 
Dra. M. del Pilar Sánchez Saavedra 

Codirectora de tesis 
 Dra. Clara Elizabeth Galindo Sánchez 

Codirectora de tesis 
 
 
Las cianobacterias son microorganismos fotosintetizadores capaces de producir biomasa a partir de la luz, 
nutrientes y dióxido de carbono. El género Arthrospira ha sido utilizado en la industria cosmética, 
nutracéutica y acuícola debido a su alto contenido de pigmentos, proteínas y vitaminas. Los cambios en 
las condiciones de luz con la que Arthrospira maxima es cultivada, activan la síntesis metabólica de 
compuestos específicos induciendo un cambio en el metabolismo, así como en su composición proximal. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar en cultivos de Arthrospira maxima el efecto de la luz blanca, azul, 
verde y roja en la composición proximal, producción de ficocianina, fotosíntesis y estandarizar los 
protocolos necesarios para el análisis de expresión génica. Para evaluar el efecto de la composición 
espectral de la luz en los cultivos, se usaron lámparas fluorescentes con irradiancia de 50 µmol fotón m-2 

s-1 de luz azul (403-540 nm), verde (510-556 nm), rojo (613-679 nm) y blanca como tratamiento control.  
Durante la fase exponencial del cultivo de Arthrospira maxima se midió la taza de crecimiento, cantidad 
de pigmentos, eficiencia fotosintética y composición proximal.  La luz roja produjo un incremento de la 
taza de crecimiento en Arthrospira maxima (0.51 divisiones día-1) y el menor crecimiento fue evaluado en 
los cultivos en luz azul (0.33 divisiones día-1, p < 0.05). El mayor contenido de clorofila a fue medido en los 
cultivos con luz blanca (0.94 µg ml-1), y los menores menor valores con luz roja (0.188 µg ml-1). La mayor 
cantidad de ficocianina se evaluó en los cultivos mantenidos con luz roja (7.63 µg ml-1) y los menores 
valores fueron con luz verde (5.41 µg ml-1) y luz blanca (5.81 µg ml-1). El mayor valor de la máxima eficiencia 
cuántica (Fv/Fm) fue medida con luz azul (0.33). La mayor producción de proteínas se obtuvo con la luz 
verde (64.27 ± 2.44%) y los menores valores con la luz roja (44.29 ± 4.98%). La mayor producción de 
carbohidratos fue medida con luz roja (25.97 ± 5.91%) y los menores valores con luz azul (10.36 ± 0.85%). 
Los mayores valores de producción de lípidos se encontraron con luz blanca (13.41 ± 0.81%) y los menores 
valores con luz azul (10.72 ± 0.22%). Para Arthrospira maxima se estandarizó la amplificación de varios 
genes de relevancia metabólica como los de shock térmico (HSP90), la enzima RuBisCO (rbcL), la enzima 
glutamato sintasa (GOGAT), la enzima superóxido dismutasa (FeSOD), la subunidad alfa de ficocianina 
(PcA), la proteína chaperona dnaK, la enzima clave en la síntesis de ácidos grasos (fabZ) y el gen 
constitutivo 16S ARNr.   La composición espectral de la luz produce cambios en el metabolismo de 
Arthrospira maxima que originan diferencias en la tasa de crecimiento, la composición proximal, el peso 
seco, la longitud de filamentos y en la eficiencia fotosintética.  
 
 
 
Palabras clave: Spirulina, Arthrospira maxima, composición espectral, producción de proteína y expresión 
génica. 
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Thesis summary presented by Eugenio García Álvarez as a partial requirement in order to achieve the 
Master of Aquaculture Sciences Degree. 
 
 

Light spectral composition effect on the biochemical composition and protocol standardizations for 
gene expression analysis of Arthrospira (Spirulina) maxima 

 
 
Summary approved by: 
 
 

 
Dra. M. del Pilar Sánchez Saavedra 

Codirector of tesis 
 Dra. Clara Elizabeth Galindo Sánchez 

Codirector of thesis 
 
 
 
Cyanobacteria are photosynthetic microorganisms that produce biomass from light, nutrients, and carbon 
dioxide. The genus Arthrospira has been used for the cosmetic industry, nutraceutical, and aquaculture 
due to its high contentment of pigments, proteins, and vitamins. The changes in the light spectrum for 
Arthrospira maxima cultures directly activate the metabolic synthesis of specific compounds resulting in 
metabolic changes and their proximal composition. The aim of this study was to assess the effect of white, 
blue, green, and red light in Arthrospira maxima cultures related to their proximal composition, 
phycocyanin content, photosynthetic performance, and the protocol standardization for gene expression 
analysis. For the evaluation of the spectral essay of the light on the cultures was used fluorescent lamps 
were at an irradiance of 50 µmol photon m-2 s-1 of blue (403-540 nm), green (510-556 nm), red (613-679 
nm) and white light as control treatment. During the exponential growth phase of Arthrospira maxima 
cultures was measured the growth rate, pigment content, photosynthesis efficiency, and proximal 
composition. Red light produced on Arthrospira maxima increased the growth rate (0.51 divisions day-1) 
and the lower values with blue light (0.33 divisions day-1). The highest chlorophyll content was measured 
in white light (0.94 µg ml-1), and the lowest values in red light (0.188 µg ml-1). The highest phycocyanin 
production was estimated in the cultures maintained with red light (7.63 µg ml-1), and the lowest values 
were with green light (5.41 µg ml-1) and white light (5.81 µg ml-1). The higher value of the maximum 
quantum efficiency (Fv/Fm) was measured in blue light (0.33). The higher protein production was obtained 
in green light (64.27 ± 2.44%), and lower values were with red light (44.29 ± 4.98%). The highest 
carbohydrate content was measured in red light (25.97 ± 5.91%), and the lower values with blue light 
(10.36 ± 0.85%). The highest lipid production was found in white light (13.41 ± 0.81%), and the lowest 
values in blue light (10.72 ± 0.22%). For Arthrospira maxima several metabolic-relevant genes were 
amplified as thermal stress protein (HSP90), RuBisCO enzyme (rbcL), glutamate synthase enzyme (GOGAT), 
superoxide dismutase enzyme (FeSOD), the alpha subunit of phycocyanin (PcA), chaperon protein (dnaK), 
the key enzyme in fatty acid biosynthesis (fabZ) and housekeeping gene 16S rRNA. The spectral 
composition of light produces metabolic changes in Arthrospira maxima that induce differences in the 
growth rate, proximal composition, dry weight, the length of filaments, and the photosynthetic efficiency.  
 
 
 
 
Keywords: Spirulina, Arthrospira maxima, spectral composition of light, protein production, gene 
expression. 
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Capítulo 1.  Introducción  

En la actualidad muchos de los recursos alimenticios pertenecientes a los ecosistemas marinos se 

encuentran al límite o bien, en estado de sobreexplotación. Una alternativa para mitigar el impacto 

generado a los recursos marinos es la acuicultura. Una técnica desarrollada en el continente asiático con 

el cultivo de carpas y que ha ido evolucionando, diversificándose y tecnificándose con el paso del tiempo. 

Ahora existen biotecnias completamente desarrolladas para el cultivo de semilla y engorda de ostiones, 

mejillones, camarones, langostinos, peces de agua dulce como tilapia y trucha e inclusive peces marinos 

como los es el jurel y la totoaba (FAO, 2020). 

El cultivo de productores primarios como macro y microalgas es de gran importancia para la acuicultura 

puesto que hay especies que para su cultivo en etapas adultas y juveniles dependen de las macroalgas, 

como en el caso de abulón (Su-Eon et al., 2020) o bien, durante las primeras etapas de vida dependen de 

una producción continua de microalgas debido a que de ellas, se alimentan naturalmente (Holman y 

Malau-Aduli, 2012). Los cultivos de Arthrospira no son utilizados de forma tradicional como suplemento 

de alimento vivo, debido a la forma y tamaño de este tipo de organismo. Sin embargo, Arthrospira en las 

dietas de organismos en cultivo es un importante suplemento con efectos favorables para los organismos 

de cultivo y para el productor acuícola. La habilidad que las microalgas poseen para sintetizar compuestos 

químicos de alto valor nutritivo, ya sea absorbiendo energía solar o en cultivos mixotróficos, depende de 

las condiciones de cultivo (Camacho-Rodríguez et al., 2015). La optimización de los parámetros que 

regulan la función celular es un paso crítico en el aprovechamiento industrial de microalgas. 

Uno de los principales objetivos de los estudios con microalgas es el de mejorar la producción de la 

biomasa algal y la producción de compuestos químicos de interés comercial, así como reducir los costos 

de producción mediante la manipulación de variables ambientales. Uno de los principales factores que 

deben considerarse en los cultivos de microalgas es la eficiencia fotosintética, irradiancia, la composición 

espectral de la luz y el fotoperiodo (Simionato et al., 2011). Estos parámetros antes descritos, son cruciales 

para el crecimiento microalgal y la síntesis de metabolitos. Por lo tanto, la calidad de luz puede estimular 

adaptaciones fotosintéticas y metabólicas lo cual se puede traducir en una herramienta poderosa para la 

manipulación metabólica de biomasa microalgal producida de manera industrial (Patelou et al., 2020). 
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1.1.1. Arthrospira maxima 

Las cianobacterias o algas verde-azules son organismos procariotas fotosintetizadores capaces de producir 

biomasa a partir de la luz, nutrientes y dióxido de carbono (CO2). Las cianobacterias tienen su origen hace 

aproximadamente 3.5 mil millones de años y son responsables de uno de los eventos más dramáticos en 

la historia de la evolución de la vida en la Tierra, la oxidación de la atmósfera (Huisman et al., 2018). Este 

proceso de producción de oxígeno por parte de las cianobacterias precedió cambios en la biodiversidad 

celular de ese tiempo a través del proceso de evolución por endosimbiosis (Margulis, 1971). Lo anterior 

causó un proceso de herencia de información biológica no mendeliana (es decir, herencia horizontal) que 

establece que las algas verde-azules son los ancestros en común del plástido y de la maquinaria 

fotosintética en todas las algas y plantas eucariotas. La simbiosis planta-cianobacteria ha evolucionado en 

cuatro grandes taxones (las briofitas, los helechos, las cícadas y las angiospermas), por lo que el desarrollo 

de los morfotipos, tiende hacia la especialización de tejidos; sin embargo, ninguna de estas estructuras 

preexiste en ausencia del endosimbionte cianobacteriano (Chapman y Margulis, 1998). 

El primer aislamiento de un miembro del género Arthrospira fue realizado por el naturalista francés Turpin 

(1827), de esta forma, estableció el género Spirulina para describir al microorganismo fotoautótrofo 

Spiruline oscillarioïde aislado cerca de la región del Lago Chad en África. La discrepancia con el género 

Spirulina comenzó cuando Stizenberger creó el género Arthrospira para las cianobacterias de morfología 

espiral que no presentaran septos visibles dado que esta fue una característica no descrita por Turpin en 

su primer registro del género (Geitler, 1932). Las precisiones taxonómicas entre los géneros Spirulina y 

Arthrospira fueron desarrollándose con el paso del tiempo, en función del mejoramiento de las técnicas 

de microscopía. El género Spirulina incluye a aquellas cianobacterias en disposición espiral sin septos 

mientras que el género Arthrospira fue designado para aquellos organismos con paredes transversales, 

esta separación fue establecida en 1959 (Ciferri, 1983).  

La historia de la clasificación taxonómica de los miembros del género Arthrospira ex Spirulina elucida que 

existieron discrepancias entre ambos géneros debido a limitaciones en la tecnología. Recientemente se ha 

propuesto al nuevo género Limnospira que comprende a los miembros del género Arthrospira, esta 

reclasificación tiene sustento en análisis filogenéticos a partir de la secuenciación y alineamiento del gen 

16S ARNr (Nowicka-Krawczyk et al., 2019). Sin embargo, este nombre no ha sido muy difundido, y esta 

reclasificación se encuentra aún en análisis, por lo que en este trabajo se continuará utilizando el nombre 

Arthrospira maxima.  
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Debido a que la morfología de las cianobacterias está fuertemente influenciada por estímulos ambientales, 

ha sido difícil clasificar las cianobacterias en los apropiados grupos taxonómicos. Se ha estimado que hasta 

un 50% de las cepas de cianobacterias de cultivos de colección han sido mal identificadas (Kumaresan et 

al., 2017). Al dilucidar las diferencias genéticas entre S. platensis y Arthrospira sp. mostraron 100% de 

similitud y los genes evaluados en su estudio (16S ARNr y cpcBA-IGS) mostraron un coeficiente de similitud 

de 0.84. Sin embargo, en la actualidad se continúa publicando en manuscritos de carácter científico con el 

onomástico Spirulina, para referirse al género Arthrospira entre otra gran diversidad de formas de 

expresar el nombre de organismos pertenecientes al género Arthrospira (Jacquet et al., 2012; Macías-

Sancho et al., 2014; Jinhui et al., 2020).  

El ciclo de vida de Arthrospira (Spirulina) es relativamente sencillo comparado con otras cianobacterias. 

Un tricoma (o filamento) maduro se rompe en varias partes debido a la formación de células especializadas 

llamadas necridios que pasan por un proceso de lisis dando lugar a la separación de células (bicóncavas o 

disjuntores). La fragmentación de los tricomas produce cadenas cortas de entre 2 y 6 células llamadas 

hormogonios, los cuales se deslizan en el medio separándose del tricoma original dando lugar a un nuevo 

tricoma. El hormogonio pierde los fragmentos de necridios del tricoma maduro anterior y transformando 

las células extremas, en una morfología redondeada debido a un adelgazamiento de la pared celular en 

las puntas. El número de células en el hormogonio aumenta mediante fisión binaria mientras que el 

citoplasma se vuelve granulado y las células adquieren un color verde-azul brillante. Mediante este 

proceso, los tricomas aumentan de longitud y asumen su forma típica helicoidal (Ciferri, 1983). 

 

Figura 1. Ciclo de vida de Arthrospira (Spirulina) maxima, tomado de Ciferri, 1983. 
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Las cianobacterias poseen ventajas competitivas, la pared celular cianobacteriana permite una mejor 

hiperosmorregulación, reduciendo el gasto energético para el transporte activo de solutos (Smith et al., 

2008). Por lo tanto, debido al potencial que posee el género Arthrospira de ser cultivado en ambientes 

salinos y dulceacuícolas y, a las propiedades nutracéuticas del género, éste ha sido propuesto para su 

empleo en la industria de producción de alimento para organismos en cultivo y para mejorar la nutrición 

humana también. 

 

1.1.2. Usos y beneficios a la salud 

La especie de cianobacteria Arthrospira maxima es un conjunto de células dispuestas en un filamento 

usualmente en forma espiral y es conocida por sus propiedades nutricionales (Watanuki et al., 2006). Se 

han realizado investigaciones sobre la utilización de S. platensis y S. maxima como aporte de alimento para 

consumo humano y animal. Entre los primeros usos de Spirulina como aporte alimenticio, destaca en los 

pobladores de la región de Chad en África y por los Aztecas en Tenochtitlan antes de la conquista española 

de “el Nuevo Mundo” (Ciferri, 1983). Estos reportes incluyen la descripción del mercado de Tenochtitlan, 

donde vendían una especie de panecillo con una lama verde-azul que se recogía del lago de Texcoco, el 

cual da un sabor parecido a queso, los Aztecas le llamaron a esta lama verde-azul “Tecuitlatl”, lo cual 

significa excremento de las piedras (Farrar, 1966). 

Con el objetivo de resolver el problema de la malnutrición en el mundo, varios países y organizaciones 

internacionales han realizado esfuerzos de gran escala, como la creación de la Institución 

Intergubernamental para el uso de la microalga Spirulina Contra la Malnutrición (IIMSAM), que es un 

observador internacional del Consejo Económico y Social de la Organización de las Naciones Unidas. 

IIMSAM reconoce el potencial de Spirulina para alimentar la gran proporción de gente que sufre hambre 

en el mundo, en 1974 la microalga del género Spirulina fue declarado “el mejor alimento para el futuro” 

en la Conferencia Alimentaria de Naciones Unidas (Rehim-Abdel, 2017). Además, la Agencia Espacial 

Europea (ESA), así como la Administración Nacional Espacial y Aeronáutica (NASA), emplean biomasa 

microalgal producida por organismos del género Spirulina por ser un buen alimento para las misiones 

espaciales de largo plazo (Matufi y Choopani, 2020). 

La agricultura celular es una biotecnología que utiliza microorganismos que ha tenido un desarrollo 

dirigido a la creación de alimentos cada vez más sustentables y más nutritivos. Un ejemplo es el cultivo de 
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microalgas en biorreactores de microalgas comestibles altamente nutritivas (McClements, 2019; Torres-

Tiji et al., 2020).  

Actualmente, existe una diversidad de investigaciones relacionadas con el género Arthrospira, se estudia 

sobre su potencial como fuentes de alimento altamente nutritivo, por sus propiedades antioxidantes, 

inmunomodulatorias, antiinflamatorias y en la reducción de los niveles de triglicéridos y colesterol en la 

sangre, por mencionar algunas de las diversas propiedades de este tipo de cianobacteria (Wu et al., 2016; 

DiNicolantonio, 2020).  

Las cianobacterias del género Spirulina han sido utilizadas como alimento rico en proteínas en organismos 

en cultivo para mejorar la producción y la calidad de la carne, debido al valor nutricional y la relación costo-

beneficio, es decir, su producción es rentable (Matufi y Choopani, 2020). Han sido ampliamente descritos 

los efectos positivos del uso de Spirulina en el crecimiento, la supervivencia y buenos parámetros 

inmunológicos en organismos en cultivo como el camarón blanco, langostinos, trucha arcoíris, carpa y 

tilapia (Watanuki et al., 2006; Ibrahem y Ibrahim, 2013; Macías-Sancho et al., 2014; Radhakrishnan et al., 

2014; Teimouri et al., 2019). 

 

1.1.3. Ficobiliproteínas 

Estudios bioquímicos y fisiológicos han mostrado que las ficobiliproteínas son cromoproteínas estables, 

las cuales representan hasta un 50% del contenido total celular de Spirulina spp. (Nomsawai et al., 1999). 

Estos pigmentos proteicos están organizados en las membranas de los tilacoides en forma de complejos 

llamados ficobilisomas (Pagels et al., 2019).  

Se pueden encontrar cuatro tipos de ficobiliproteínas en cianobacterias dependiendo de la especie: 

ficocianina, aloficocianina, ficoeritrina y ficoeritrocianina (Pagels et al., 2020). Estos compuestos son 

básicamente antenas moleculares necesarias para captar la luz y transformarla en energía química útil 

para la maquinaria fotosintética.  

Independientemente de los factores ambientales, las ficobiliproteínas absorben la luz a diferentes 

longitudes de onda debido a pequeñas diferencias estructurales. Cada tipo de ficobiliproteína se une por 

medio de enlaces tioéter a miembros específicos de la diversa familia de ficobiliproteínas. Las 
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ficobiliproteínas fueron evolucionando en conjunto y por medio de rondas sucesivas de duplicación génica 

de una secuencia ancestral (Apt et al., 1995; Ping et al., 2002). La forma en la que las diferentes 

combinaciones de pigmentos y proteínas están organizadas en la estructura macromolecular compleja es 

lo que hace al ficobilisoma tan efectivo para absorber y transferir la luz. Los bloques proteicos necesarios 

para la construcción del ficobilisoma son ensamblados en pares de subunidades alfa y beta, cada bloque 

contiene de 1 a 3 ficobiliproteínas las cuales se asocian para formar trímeros en forma discoidal, éstos se 

agrupan cara a cara para formar hexámeros. Los hexámeros son ensamblados en forma de rodillos con la 

ayuda de moléculas de unión (Green, 2019). 

La intensidad y composición espectral de la luz es el factor ambiental que más influye en la abundancia de 

los complejos de captura de luz, en cianobacterias estos compuestos son los ficobilisomas en 

cianobacterias. En respuesta a la intensidad y composición espectral de la luz, el número de ficobilisomas 

por célula, así como la composición celular y el tamaño de los cilindros de los ficobilisomas pueden variar 

(De Marsac et al., 1988). 

 

Figura 2. Ficobilisoma y flujo de energía. (A) modelo de un ficobilisoma típico cianobacteriano como parte de un 
mega complejo que incluye al fotosistema I (PSI) y el fotosistema II (PSII). B) Cascada descendente de energía desde 
la ficoeritrina (PE), ficocianina (PC), aloficocianina (APC), la proteína hélice transmembranal de unión del ficobilisoma 
a la membrana del tilacoide (Lcm) y clorofila (Cl) hasta el PSII. Los números representan la emisión máxima de 
fluorescencia típica (F) expresada en nanómetros (nm). Tomado de Green (2019). 

 

Las ficobiliproteínas son los principales componentes con efecto positivo en la salud, dentro de este grupo 

de pigmentos, la ficocianina es considerada como un agente terapéutico potente que previene una 
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variedad de enfermedades (Manirafasha et al., 2018). En los cultivos de cianobacterias mantenidos en los 

diferentes tratamientos experimentales con fines nutracéuticos, se extrae la ficocianina como 

componente proteico de principal interés (Prabakaran et al., 2020). 

 

1.1.4. Fotobiología en microalgas fotosintetizadoras 

Las microalgas no utilizan el espectro de luz solar completo, usan únicamente una fracción de ella, en 

particular de los 400 a los 700 nm de longitud de onda (PAR o radiación fotosintéticamente activa por sus 

siglas en inglés). El aparato fotosintético no utiliza todas las longitudes de onda del espectro de la PAR, la 

maquinaria fotosintética absorbe únicamente las longitudes de onda que son absorbidas por los 

pigmentos específicos. Por lo tanto, para que la iluminación artificial pueda ser energéticamente eficiente, 

debe emitir no sólo energía dentro de la PAR, también debe emitir las longitudes de onda específicas que 

son absorbidas por los distintos tipos de pigmentos (Markou, 2014).  

Las condiciones ambientales, como la cantidad de nutrientes, la temperatura del cultivo, la intensidad y la 

composición espectral de la luz principalmente influyen en la fisiología de las microalgas y en consecuencia 

modifican la composición bioquímica, el metabolismo de proteínas, aminoácidos, ácidos grasos (Uslu et 

al., 2009), en el crecimiento, producción enzimática, fotosíntesis y rutas metabólicas de síntesis (Sánchez-

Saavedra et al., 2020).  

La estrategia de mejorar características específicas en cultivos microalgales como la acumulación 

intracelular de productos de alto valor comercial, o bien mejorar la tasa de crecimiento por medio de 

distinta composición espectral de la luz, ha proporcionado buenos resultados para la producción de 

biodiesel, la producción de ficocianina y otros pigmentos con alto valor comercial como la astaxantina 

(Katsuda et al., 2004; Loong-Teo et al., 2014; Sang-Hyo et al., 2016). 

Los cambios en las condiciones de luz en cultivos de microalgas y cianobacterias activan la síntesis 

metabólica de compuestos específicos e inducen un cambio en el aparato fotosintético y las rutas 

metabólicas (Guedes et al., 2014). Los procesos de aclimatación a la luz en microalgas y cianobacterias son 

regulados por los diversos fotorreceptores (ficobiliproteínas) capaces de absorber la luz a través de una 

gran variedad de espectros (Pagels et al., 2020). El tipo de aclimatación más común en cianobacterias es 

el tipo III, el cual consiste en una regulación de los pigmentos principalmente por la respuesta a la luz de 
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color verde y roja. La luz roja induce una mayor acumulación de pigmentos como ficocianina, aloficocianina 

y carotenoides, mientras que la luz color verde, favorece la producción de clorofila y ficoeritrina (si la 

especie de cianobacteria presenta estos específicos pigmentos específicos) (Golden, 1995). 

Aunque las cianobacterias absorben la luz azul, esta luz es usada menos eficientemente para la 

fotosíntesis, respecto al efecto de otras longitudes de onda por los pigmentos fotosintéticos propios de 

las cianobacterias. Una explicación plausible para este fenómeno es que la luz azul no es absorbida por los 

ficobilisomas, por lo tanto, esto provoca una escasez en la excitación en el fotosistema II (PSII). Esta 

hipótesis se sustenta por estudios fotobiológicos. Sin embargo, un entendimiento integrativo de los 

principales cambios en la expresión génica de este fenómeno aún es escaso (Luimstra et al., 2020). 

  

1.1.5.  Expresión génica en el género Arthrospira 

Aunque actualmente se conoce la composición bioquímica de Spirulina, la expresión de los genes 

codificantes de enzimas clave y otras proteínas funcionales que tienen relación con rutas metabólicas, son 

aún desconocidos, con excepción de las ficobiliproteínas y otros pocos genes.  

La expresión de genes en miembros del género Arthrospira comenzó a ser de gran interés para entender 

la producción de proteínas (Tiboni et al., 1984; Tiboni y Di Pascuale, 1987). Este interés surgió debido 

principalmente al alto contenido de proteínas en la biomasa de Spirulina (Ciferri, 1983). De la misma forma, 

la regulación de la luz, en la expresión de los genes de las proteínas más abundantes en Arthrospira, fue 

estudiada posteriormente (Nomsawai et al., 1999).  

Para la evaluación de la expresión de genes, dos técnicas han sido utilizadas principalmente. La primera es 

la técnica de qPCR, a través de la cual se cuantifica la expresión relativa de uno o más genes (Heid et al., 

1996). La otra técnica, RNA-seq, ha sido posible gracias al desarrollo de la secuenciación masiva que 

permite secuenciar transcriptomas completos,  pudiendo explorar hasta miles de genes a la vez, así como 

sus niveles de expresión (Marioni et al., 2008). 

Las secuencias genómicas de dos cepas diferentes de Arthrospira fueron publicadas por primera vez por 

Jansen et al. (2010) y por Fujisawa et al. (2010), mientras que otras cepas de la misma especie fueron 

secuenciadas posteriormente en 2012 y 2014. Estas investigaciones han permitido desarrollar estudios de 



 

 

9 

la respuesta de Arthrospira a varias situaciones de estrés usando transcriptomas ensamblados con ayuda 

de estos genomas que se usaron como referencia (Depraetere et al., 2015).  

Los estudios de expresión génica han permitido lograr un mejor entendimiento de la respuesta de 

aclimatación a la variabilidad ambiental de las cianobacterias. Además, proveen información acerca de los 

genes y rutas que participan en el metabolismo y en el cambio en el perfil de expresión génica durante 

diferentes condiciones ambientales (Kumaresan et al., 2017). Debido a lo anterior, se ha propuesto a los 

análisis transcriptómicos como fuente de información importante y útil para mejorar los bioprocesos 

desde un acercamiento molecular (Kumaresan et al., 2018). 

La investigación de los cambios en la expresión de todo el genoma puede ayudar a comprender mejor las 

respuestas de la célula al estrés. Los análisis desarrollados por métodos transcriptómicos para estudiar el 

estrés celular, sirven para identificar genes que responden a situaciones de estrés y también sirven para 

investigar la regulación de la expresión génica bajo condiciones particulares (Panyakampol et al., 2015). 

 

1.2  Antecedentes 

1.2.1. Aspectos fotobiológicos de cianobacterias 

Se ha evaluado en cultivos de Spirulina maxima con diferentes concentraciones de nitrógeno, su efecto en 

la actividad enzimática antioxidante, así como el contenido de ficocianina, clorofila y carotenoides, los 

resultados mostraron una relación directa entre la concentración de nitrógeno y la actividad antioxidante, 

así como la cantidad de ficocianina en Spirulina maxima (Özturk y Tarhan, 2011). 

da Fontoura et al. (2020) evaluaron el efecto de diferentes composiciones espectrales y fotoperiodos en 

la productividad de proteínas y el perfil de aminoácidos libres (FAA) en Spirulina spp. Encontraron que la 

mejor productividad de proteína se obtuvo con LEDs de color rojo (41 µmol m-2 s-1) y verde con distinto 

tipo de fotoperiodos. En el estudio, la productividad de proteínas incrementó dos veces con luz roja y 1.6 

veces con luz verde, respecto al tratamiento control provisto por luz blanca fluorescente. El tratamiento 

con luz verde propició un aumento de 1.8 veces en la concentración de FAA esenciales y 2.3 veces en los 

no esenciales, con respecto al tratamiento control. La luz LED verde mostró ser una fuente de luz 
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sustentable efectiva para el incremento en la productividad de proteínas y concentración de FAA en 

Spirulina spp.  

La cianobacteria Cyanobium sp. tiene un alto valor económico y su amplio rango de aplicaciones biológicas 

e industriales, por lo que se evaluó el efecto de luz blanca y periodos de luz roja por 21 días ajustadas a 

200 µmol m-2s-1. La mejor estrategia para aumentar la biomasa, ficobiliproteínas y carotenoides fue el 

tratamiento con 10 días de luz blanca, seguidos de 11 días de luz roja. Esta estrategia aumentó la 

productividad de biomasa 137.4 ± 0.8 mg L-1 d-1, el contenido total de ficobiliproteínas en 17.0 ± 0.2 mg L-

1 d-1 y de carotenoides 4.5 ± 0.2 mg L-1 d-1, respecto a lo obtenido para 21 días con luz blanca que produjo 

123.2 ± 2.3 mg L-1 d-1, un contenido de ficobiliproteínas de 9.1 ± 0.1 mg L-1 d-1, y 2.4 ± 0.2 mg L-1 d-1 de 

carotenoides totales (Pagels et al., 2020). 

 

1.2.2. Aspectos transcriptómicos de cianobacterias 

Los primeros trabajos para conocer genes específicos del género Spirulina fueron en Spirulina platensis. 

Tiboni et al. (1984a) probaron sondas heterólogas de Escherichia coli para encontrar secuencias 

homólogas en S. platensis que codifican para el factor de elongación Tu, una proteína que juega un papel 

central en la síntesis de proteínas en bacterias. Tiboni et al. (1984b) clonaron los genes de las pequeñas y 

grandes subunidades de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato, carboxilasa de S. platensis. Una vez clonados 

dichos genes se evaluó su expresión en Escherichia coli y concluyeron que la cantidad de subunidades 

expresadas representa al menos el 10% del contenido total de proteínas. Es importante mencionar que 

estos estudios fueron desarrollados antes de saber que las ficobiliproteínas representan hasta un 50% del 

contenido total celular de Spirulina platensis (Nomsawai et al., 1999). 

Tiboni y Pasquale (1987) describieron la organización de los genes necesarios para la síntesis de proteínas 

como los genes ribosomales S12 y S7, los factores de elongación Tu (EF-Tu) y G (EF-G) en Spirulina platensis. 

También evaluaron la expresión génica de S12 mediante la complementación genética (hibridación) en 

mutantes de E. coli, mientras que la expresión del gen EF-Tu se encontró por la producción de la proteína 

en E. coli. Posteriormente, De Marsac et al. (1988) detectaron dos transcritos de ficobilisomas específicos 

de luz roja del operón cpcB2A2 y codifican para polipéptidos de unión a PC2. Por otro lado, el operón 

cpeBA es transcrito específicamente cuando la cianobacteria Calothrix sp. es expuesta a luz verde.  
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El pigmento protéico ficocianina codificado en el gen PcA, es la principal proteína antena encargada de 

captar la luz, lo que la convierte en una proteína de gran relevancia para el proceso fotosintético. Esta 

función convierte al gen PcA como el más importante del género Arthrospira desde el enfoque de que este 

género se distingue por su alto valor nutricional relacionado a la gran cantidad de proteína dentro de los 

filamentos, donde la ficocianina es la proteína de mayor cantidad (Wang et al., 2013). 

El nivel de transcripción de la subunidad mayor de la proteína Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa o RuBisCO 

codificada en el gen rbcL, ha sido utilizado para evaluar el proceso fotosintético a la par de que tambien 

es posible evaluar la cantidad de carbono atmosférico fijado dentro de los centros de reacción de la 

maquinaria fotosintética del género Arthrospira (Li et al., 2014).  

La fuente principal de nitrógeno de las cianobacterias es asimilado fotosintéticamente, esa facultad está 

relacionada a la operación del sistema enzimático glutamato sintasa o GOGAT (Lara y Guerrero, 1997). Por 

lo tanto, esta proteína es clave al estar encargada de la fijación del nitrógeno atmosférico. Lo anterior 

confiere la posibilidad de emplear el nivel de expresión de esta proteína como un protocolo alternativo 

para evaluar la producción de proteínas desde un enfoque metabólico-molecular. La proteína catalítica 

Hierro-superóxido dismutasa o FeSOD, pertenece al grupo de las enzimas superóxido dismutasas. La 

enzima que emplea el género Arthrospira, utliza hierro (Fe) como cofactor para lograr la óptima cinética 

enzimática. Esta proteína es comúnmente utilizada en estudios de estrés oxidativo puesto que esta enzima 

aporta una fuerte actividad antioxidante a Arthrospira maxima. La proteína chaperona de choque térmico 

HSP90 es usualmente empleada para evaluar el nivel de estrés de los organismos sometidos a pruebas de 

reto o bioensayos. Su función es mantener la correcto plegamiento de las proteínas para que estas puedas 

funcionar a pesar de las condiciones adversas del ambiente (Ismaiel y Piercey-Normore, 2020).  

La proteína codificada por el gen DnaK, al igual que el gen HSP90, tiene la misma función de proteger 

proteinas funcionales. Sin embargo, la proteína DnaK protege a proteínas funcionales relacionadas al 

sistema genético. Además, se ha encontrado en estudios previos que esta proteína es expresada 

diferencialmente cuando Arthrospira platensis es sometida a estrés salino (Wang et al., 2013). 

El gen fabZ codifica para la biosíntesis de la proteína 3R-hidroximeristoil-deshidratasa la cual es la primera 

enzima que participa en el ciclo de elongación para la biosíntesis de ácidos grasos insaturados y debido a 

su función metabólica, la expresión de este gen, puede ser utilizada como un protocolo alternativo para 

evaluar la cantidad de ácidos grasos producidos en los filamentos de Arthrospira maxima (Jeamton et al., 

2008). 
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Los niveles de expresión de diferentes genes han sido evaluados para los miembros del género Arthrospira 

utilizando únicamente el gen 16S ARNr como gen de referencia.  

Hasta el momento no se tiene conocimiento de algún otro estudio donde se utilice otro gen constitutivo 

para ser tomado como referencia en investigaciones de cuantificación de los niveles de expresión génica 

(Jeamton et al., 2008; Wang et al., 2013; Ismaiel y Piercey-Normore, 2020). 

A partir del desarrollo de tecnologías de secuenciación masiva el estudio de la expresión génica en 

Spirulina se vio revolucionada con la técnica de RNA-seq (Wang et al., 2009). Con esta técnica ha sido 

posible analizar los cambios en el crecimiento y la diferencia en la expresión de moléculas clave de A. 

platensis durante cultivos en privación de sulfato (Kumaresan et al., 2017).  

A pesar de estos trabajos, sólo se ha evaluado el perfil transcriptómico de A. platensis con ensamble de 

novo y las rutas metabólicas involucradas, sin someter al organismo a tratamientos específicos. Los autores 

concentran su estudio en la identificación de genes relacionados con las principales rutas metabólicas.  

Los resultados obtenidos con los análisis de expresión de genes son relevantes en estudios realizados con 

la utilización del dióxido de carbono, la fijación del nitrógeno, producción de biocombustibles, pigmentos 

y biosíntesis de metabolitos secundarios y el mecanismo antioxidante de A. platensis (Kumaresan et al., 

2018). 

 

1.3 Justificación 

Los microorganismos, como las cianobacterias, son organismos que pueden aportar soluciones a los 

objetivos para el desarrollo sostenible establecidos por la FAO (FAO, 2015). Arthrospira (Spirulina) maxima 

es una cianobacteria con el mejor potencial biotecnológico para aportar soluciones a estos objetivos 

descritos por la FAO, a saber, “Hambre Cero” y “Salud y Bienestar”; debido a su alto valor nutricional el 

cual radica en el gran contenido de proteínas, el perfil de aminoácidos de sus proteínas y su efecto 

antioxidante en los organismos que la consumen. 

En este estudio se aportará conocimiento respecto a la respuesta de Arthrospira maxima cuando se 

encuentra expuesta a la azul, verde, blanca y roja. La respuesta metabólica de Arthrospira maxima será 
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estudiada desde un enfoque fisiológico, a través del análisis de las variables de respuesta como el 

crecimiento, la producción de proteínas, carbohidratos, lípidos, eficiencia fotosintética y producción de 

pigmentos fotosintéticos de los cuales se espera obtener información valiosa que pueda ayudar a 

comprender los cambios inducidos por efecto de la composición espectral de la luz en cultivos de 

Arthrospira maxima. 

 

1.4 Hipótesis 

El crecimiento y la producción de proteínas en Arthrospira maxima aumentarán al exponerla a luz 

roja y verde con relación a la luz blanca. 

 

1.5 Objetivos 

1.5.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto de los diferentes tipos de luz en la composición proximal y en la estandarización de los 

procedimientos para la expresión de genes asociados a las principales rutas metabólicas en los cultivos de 

Arthrospira maxima. 

1.5.2. Objetivos específicos  

• Obtener cultivos axénicos de Arthrospira maxima mediante el uso de antibióticos. 

• Conocer los cambios en la composición proximal y fotosíntesis de cultivos axénicos de Arthrospira 

maxima expuestos a la luz verde, blanca, roja y azul. 

• Estandarizar los protocolos necesarios para evaluar la expresión diferencial de los genes 

relacionados con el metabolismo de proteínas, lípidos y carbohidratos, así como los genes 

involucrados con la producción de pigmentos con efecto antioxidante y los genes asociados a 

estrés en Arthrospira maxima expuesta a la luz blanca, verde, roja y azul. 
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Capítulo 2.  Metodología  

2.1 Organismo de estudio y mantenimiento 

La cepa utilizada fue Arthrospira (Spirulina) maxima aislada del Lago de Texcoco en el Estado de México, 

es parte de la colección del Laboratorio de Biotecnología de Algas del CICESE. Esta cepa provino de la 

Colección Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN). 

Se realizaron cultivos monoespecíficos de Arthrospira maxima y se mantuvieron en sistemas por lotes en 

matraces Erlenmeyer de 125 mL con 100 mL de medio para Spirulina (Andersen, 2005). Las condiciones de 

mantenimiento de los cultivos fueron: temperatura de 20 ± 1 °C y una irradiancia continua de 50 μmol 

fotón m-2 s-1 proporcionada por lámparas fluorescentes de luz fría (Philips F40T12/DX). La cepa recibió 

recambios semanales de medio y cada día se dio agitación manual. La irradiancia se midió por medio de 

un radiómetro QSL-100 Biospherical Instruments Inc. provisto con un sensor 4 p. 

 

2.2 Caracterización del crecimiento de Arthrospira maxima  

Se caracterizó el crecimiento de Arthrospira maxima al tener cultivos por triplicado en medio específico 

para Spirulina (Andersen, 2005) en Erlenmeyer de 125 ml con 100 ml de medio de cultivo. Cada día se 

evaluó el crecimiento, el pH y el contenido de pigmentos por los métodos descritos a continuación.  

 

2.2.1 Crecimiento y parámetros poblacionales 

En los cultivos se evaluó diario la concentración de células por medio de mediciones de la densidad óptica 

(D.O.) con un espectrofotómetro marca HACH DR 6000 a una longitud de onda de 550 y 680 nm. Además, 

se midió la abundancia de células mediante el conteo de filamentos con la ayuda de un microscopio 

Olympus CX-31 y un hematocitómetro. La abundancia de células o densidad de filamentos fue calculada 

al usar la fórmula descrita en la ecuación (1): 
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𝐷 = 𝑁 ∗ 10! ∗ 𝐹𝐷                                 (1) 

En donde D es la abundancia de filamentos por ml, N es el número promedio de filamentos contados en 

la cámara de Neubauer y FD es el factor de dilución de la muestra.  

La tasa de crecimiento específica o velocidad de crecimiento (μ), se calculó con la ecuación (2): 

𝜇 = 	 (log!#!)%(&'(!#")
)!%)"

                                      (2) 

En donde μ es la tasa de crecimiento específica, N2 es la abundancia de filamentos al tiempo 2 y N1 es la 

abundancia de filamentos al tiempo 1. Log2 corresponde al logaritmo base dos de los datos de la 

concentración de filamentos (Fogg y Thake, 1987).  

El tiempo de generación o tiempo de duplicación es la cantidad de tiempo necesaria para que una 

población de células duplique su cantidad y que fue evaluada con la ecuación (3): 

t( =
*
+
                          (3) 

En donde tg es el tiempo de generación y μ es la tasa de crecimiento específica calculada con un logaritmo 

de base dos (ecuación 2). 

El tamaño de los filamentos de A. maxima fue evaluado midiendo el largo y ancho de 30 filamentos de 

cada condición experimental. Las mediciones del tamaño se realizaron mediante un microscopio 

compuesto marca Olympus CX-31 y un software de análisis de imagen “Image Pro-Discovery Pro” versión 

5.1. 

 

2.2.2 Pigmentos 

Para evaluar la clorofila y los carotenos se utilizó una alícuota de 5 ml de cultivo para evaluar el contenido 

de pigmentos, para lo cual el volumen de la muestra se pasó a través de un filtro de fibra de vidrio GF/C 

marca Whatman de 12 mm de diámetro y de 1 μm de apertura de poro.  La extracción de pigmentos de la 
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muestra se realizó con acetona al 90% y al utilizar las ecuaciones para cada tipo de pigmento según Parsons 

et al. (1984). Para la cuantificación se empleo un espectofotómetro marca HACH DR 6000 y se usaron las 

ecuaciones descritas por Jeffrey y Humphrey (1975). 

𝐶𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎	𝑎	(µ𝑔	𝑚𝐿%*) = −0.08	𝐴,-.−1.54	𝐴,!/+11.85	𝐴,,!                             (4) 

 

𝐶𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑠	(µ𝑔	𝑚𝐿%*) = 7.6(𝐴!0.−1.49𝐴1*.)                                                (5) 

 

2.3 Cultivos Axénicos 

2.3.1 Cocteles de antibióticos 

2.3.1.1 Primer coctel de antibióticos 

Para obtener cultivos axenicos de A. maxima se utilizó un volumen de 10 ml de cultivo obtenido de un 

inóculo en la fase exponencial media de crecimiento. Se realizó un bioensayo por siete días donde se utilizó 

un coctel de antibióticos constituido por ampicilina, kanamicina, neomicina y estreptomicina en tres 

concentraciones diferentes modificadas de Tapia-Gallardo (2019), las concentraciones fueron: 

a) El primer tratamiento de dosis alta consistió en: 125 µg ml-1 de ampicilina, 50 µg ml-1 de 

kanamicina, 250 µg ml-1 de neomicina y 25 µg ml-1 de estreptomicina. 

b) El segundo tratamiento con dosis media tuvo la mitad de la dosis descrita en el inciso “a” y 

consistió de: 62.5 µg ml-1 de ampicilina, 25 µg ml-1 de kanamicina, 125 µg ml-1 de neomicina y 12.5 

µg ml-1 de estreptomicina. 

c) El último tratamiento con dosis baja estuvo compuesto de 31.25 µg ml-1 de ampicilina, 12.5 µg    

ml-1 de kanamicina, 62.5 µg ml-1 de neomicina y 6.25 µg ml-1 de estreptomicina. 

d) Tratamiento control, sin la adición de antibióticos. 
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2.3.1.2 Segundo coctel de antibióticos 

Para obtener los cultivos axénicos de A. maxima se utilizó un volumen de cultivo como ya se ha descrito 

en la sección 2.3.1. Se realizó un bioensayo durante siete días donde se utilizó un coctel de antibióticos en 

tres concentraciones diferentes constituido por ampicilina, cefoxitina y penicilina G: 

a) El primer tratamiento de dosis alta consistió en: ampicilina, cefoxitina y penicilina G cada uno a 

150 μg ml-1. 

b) El segundo tratamiento con dosis media consistió en: ampicilina, cefoxitina y penicilina G cada uno 

a 112.5 μg ml-1. 

c) El último tratamiento con dosis baja estuvo compuesto de ampicilina, cefoxitina y penicilina G 

cada uno a 75.0 μg ml-1. 

d) Tratamiento control, sin la adición de antibióticos. 

Cada tratamiento del primer y segundo coctel de antibióticos se realizó por triplicado y se mantuvo en 

tubos de vidrio de 15 ml con 9.5 ml de cultivo obtenido de un inóculo en la fase exponencial media de 

crecimiento.   

A continuación, se describen los procedimientos utilizados para el análisis de las muestras colectadas de 

cada tratamiento experimental en los ensayos de axenización: 

 

2.3.2 Conteo de filamentos 

El conteo de la concentración de Arthrospira maxima se estimó mediante el conteo de filamentos como 

ya descrito en la sección 2.2.1 y el contenido de bacterias heterotróficas se cuantificó como se describe a 

continuación.  
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2.3.3 Conteo de bacterias heterótrofas 

Se tomó una submuestra del medio de cultivo de cada condición experimental para conocer la cantidad 

de bacterias heterotróficas por unidad de volumen en los cultivos. Se realizaron diluciones seriales hasta 

10-4 para cada tratamiento con el propósito de asegurar que la evaluación de la concentración de bacterias 

en el medio pudiera ser contabilizada. Se requirió de suero fisiológico (8.9 g de NaCl L-1) para hacer las 

diluciones para el conteo de bacterias.  En condiciones de esterilidad, se tomó 0.1 ml de cada dilución para 

realizar la inoculación de la muestra en cajas Petri con 15 ml de medio Zobell (Zobell, 1941) siguiendo el 

procedimiento descrito por Murray y Niles (1981). Las cajas Petri se incubaron en una miniincubadora 

VWR a 28 °C por 48 horas. Se realizó el conteo de las colonias bacterianas que fueron expresadas en 

unidades formadoras de colonias por cada ml (UFC ml-1). 

 

2.3.4 Fotosíntesis y pigmentos 

Para medir la actividad fotosintética, fue necesario mantener las muestras en completa obscuridad por 15 

min para después realizar las mediciones con un fluorímetro de pulso de amplitud modulada (PAM) (Walz, 

Junior PAM).  

Se obtuvieron las curvas de luz de cada tratamiento experimental y acto seguido, se determinaron los 

parámetros fotosintéticos; rendimiento cuántico máximo (Fv/Fm), máxima tasa de electrones (ETRmax), 

eficiencia fotosintética (𝛼) e irradiancia de saturación lumínica (Ik), esto fue posible a partir del cálculo de 

la absorptancia mediante el programa Solver (López-Figueroa, 2018).  

El contenido de pigmentos se evaluó con el procedimiento ya descrito en la sección 2.2.2. 

 

2.3.5 Evaluación de la calidad del ARN 

Se realizó un análisis de la cantidad, integridad y pureza de ARN de los cultivos mantenidos en los 

tratamientos con antibióticos. Se realizó la extracción de ARN mediante el kit comercial RNeasy Plant mini 
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kit Qiagen. Para evaluar la cantidad y pureza de la extracción del ácido nucleico, se tomó 1 µL de la 

extracción y fue evaluado por espectrofotometría con un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).  

Para evaluar la integridad de la extracción de ARN se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% 

con 3 µL de cada extracción a 80 Volts por 60 min después, se observó la migración de los productos a 

través del gel en un fotodocumentador BIO-RAD Doc XR- max. 

 

2.4 Efecto de la composición espectral de la luz 

Se implementaron cultivos de Arthrospira maxima por triplicado en matraces Erlenmeyer de 500-mL con 

300 mL de medio Andersen (2005). Se tomaron alícuotas de los cultivos mantenidos en cada condición 

experimental durante la fase exponencial y estacionaria. Las condiciones ambientales de mantenimiento 

fueron similares a las descritas en la sección 2.1 exceptuando por la iluminación. La iluminación para los 

cultivos fue provista por lámparas fluorescentes de 40W de luz blanca (Philips F40T12/Dx) y que fue 

considerada como tratamiento control, los tratamientos experimentales fueron con iluminación artificial 

fluorescente color azul (General Electric F40B), iluminación artificial fluorescente verde (General Electric 

F40G), luz artificial de color rojo (Industrial F40T12/R).  

El espectro de la luz fue medido con un espectrorradiómetro International Light ILT950 con 1 nm de 

resolución en el espectro visible y sus extremos no visibles (350 a 1200 nm).  

La irradiancia para todos los tipos de iluminación fue continua a 50 μmol fotón m-2 s-1 y fue medida en la 

parte central de la base del matraz Erlenmeyer con 500 mL de cultivo con un radiómetro QSL-100 marca 

Biospherical Instruments Inc. Se utilizaron las funciones del paquete Photobiology desarrollado por Aphalo 

(2015) para el software R (Ihaka y Gentleman, 1999) versión 4.0.5 para la realización de todos los cálculos 

fotobiológicos.  

De las lecturas obtenidas con el espectrorradiómetro, se realizó una eliminación manualmente del alto 

ruido electromagnético seguido de una suavización de las curvas mediante el método numérico de súper 

suavizado de Friedman (1984) con fuerza de 1, excepto para el espectro de luz blanca que requirió fuerza 

2 de suavizado. Una vez suavizados los espectros de luz se procedió a recortar los espectros a un rango 

desde 300 nm hasta los 800 nm de longitud de onda. 
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Se realizó un análisis de los picos espectrales donde se evaluó la variación en la irradiancia máxima de cada 

pico espectral para ello, se utilizó la ecuación número 4.  

∆234= I1 − J𝐼567 − Î567MN ∗ 100                                (4) 

Donde △rel es la diferencia relativa de la irradiancia del pico máximo de los datos suavizados y no 

suavizados, Imax es la irradiancia máxima de los datos originales (lecturas obtenidas con el 

espectrorradiómetro) y Îmax es la irradiancia máxima de los datos tratados (datos después del proceso de 

suavizado). 

Se identificó la longitud de onda del pico del espectro de cada lámpara mediante un algoritmo diseñado 

para buscar el pico global de un espectro y dentro de las funciones del paquete Photobiology de la suite 

“R for photobiology” (Aphalo, 2015). La amplitud o rango en nanómetros de las longitudes de onda que 

abarca la irradiancia media del pico global de cada espectro.  

 

2.4.1 Peso seco y cenizas 

Para cada condición experimental se tomaron muestras de 15 ml y se pasaron por filtros de fibra de vidrio 

GF/C marca Whatman de 47 mm de diámetro y de 1 μm de apertura de poro.  

Previamente, los filtros se lavaron, se incineraron en una mufla a 490 °C y se pesaron. Los filtros con 

muestra fueron lavados con 15 ml de formiato de amonio al 3% y se colocaron en una estufa a 60 °C hasta 

obtener valores de peso constante entre 48 a 72h, el cual fue el peso seco total de la muestra (PST).  

Los filtros se incineraron en la mufla a 490 °C por 12 h para cuantificar el peso de las cenizas (PC), y para 

obtener el peso seco orgánico (PSO) se restó el peso seco total menos el peso de las cenizas.  

 

2.4.2 Extracción de ficocianina 

Para la determinación de ficocianina, se filtró una alícuota de 5 ml de cultivo de cada condición 

experimental por filtros de fibra de vidrio GF/C marca Whatman de 24 mm y de 1 μm de apertura de poro. 
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Los filtros con muestra fueron resuspendidos en solución tampón 50 mM (pH 6.8) y la extracción se realizó 

después de congelar y descongelar con nitrógeno líquido la muestra en 5 repeticiones. La solución de 

extracción de las muestras fue centrifugada a 5,000 rpm (4,480 g) por 10 min y el sobrenadante fue 

utilizado para la cuantificación de ficocianina por métodos espectrofotométricos.  

La concentración de ficocianina fue medida acorde a la ecuación (4) descrita por (Markou, 2014). 

𝐹𝑖𝑐𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎	(𝑚𝑔	𝑙!") = 	#$!"#!%.'('	∗	#$!#$
+.,'

                                 (4) 

Donde DO615 y DO652 son las densidades ópticas obtenidas en las longitudes de onda de 615 y 652 nm 

respectivamente. 

 

2.4.3 Composición proximal 

Durante la fase exponencial de crecimiento de los cultivos, se tomaron muestras de para el análisis de la 

composición proximal. Para cada caso, se tomó una alícuota de un volumen de 10 ml, el cual se pasó por 

filtros de fibra de vidrio GF/C marca Whatman de 24 mm y de 1 μm de apertura de poro.  

Una vez filtradas las muestras se procedió a almacenarlas a -20 °C hasta su posterior análisis de proteínas, 

lípidos y carbohidratos.  

(A) La extracción de proteínas se realizó por el método descrito por Malara y Charra (1972a). Para la 

cuantificación se utilizó el método de Lowry et al. (1951) el cual mide la intensidad del color 

obtenido por el reactivo de Folin-Ciocalteau mediante espectrofotometría. La curva de calibración 

para las proteínas se realizó con suero de albúmina de bovino (98%) marca Sigma®  

(cat. A7906) como estándar. 

(B) Para la extracción de carbohidratos se usó ácido sulfúrico 0.5 N acorde a lo descrito por Whyte 

(1987).  
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Para la cuantificación de carbohidratos se empleó fenol al 5% y ácido sulfúrico según lo descrito 

por el método de Dubois et al. (1956) y Malara y Charra (1972). Se realizó una curva de calibración 

con una solución de glucosa al 99% marca Sigma® (cat. 68270) como estándar. 

(C) Para la extracción de lípidos se utilizó una mezcla de cloroformo-metanol-agua según lo descrito 

por el método de Blight y Dyer (1959) y modificado por Chiaverini (1972). Para la cuantificación 

se siguió el procedimiento descrito por Pande et al. (1963). Se construyó una curva de calibración 

utilizando como estándar, una solución de tripalmitina (C16:0) al 99% marca Sigma® (cat. T5880). 

 

2.4.4 Fotosíntesis y pigmentos 

Para cada condición experimental se evaluó la respuesta fotosintética y el contenido de pigmentos como 

se describió en la sección 2.2.2 y 2.3.4. 

 

2.5 Estandarización de análisis de expresión génica 

2.5.1 Búsqueda bibliográfica de genes de interés  

Se realizó una búsqueda bibliográfica de los genes que codifican para enzimas clave en procesos 

metabólicos como la fotosíntesis, fijación del carbono, metabolismo del nitrógeno, biosíntesis de ácidos 

grasos, respuesta antioxidante, proteínas chaperonas involucradas en respuesta al estrés fisiológico, o 

bien, genes que codifican para un producto de interés como la subunidad alfa de la ficocianina.  

Asimismo, se realizó una búsqueda en diversos estudios para la utilización del gen que fue empleado como 

gen de referencia. De cada gen, se investigaron las secuencias de los cebadores (primers), condiciones de 

reacción de amplificación y tamaño esperado de amplicon (Tabla 1). 
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Tabla 1. Genes para evaluar el nivel de expresión de proteínas y enzimas de interés en Arthrospira maxima. 

Nombre del 
Gen 

ID del 
Primer Secuencia de Iniciadores Amplicon 

(pb) 

Temp. de 
alineamient

o (Tm °C) 

Función 
biológica Referencia 

Subunidad 
Alfa de 

ficocianina 
(A. maxima) 

PcA-F GTTTCTATCGCTGATTCCC 
194 58 

Proteína 
antena 

fotosintética 
Wang et al., 

2013. 

PcA-R TTAGGTCCCTGCATTTGG 

Chaperona 
molecular 
DnaK (A. 
maxima) 

DnaK-F ACGGTGAACCCTGATGAA 
240 58 Proteína 

Chaperona 
DnaK-R ACCCTGGAGAACGTGAAT 

(3R)- 
hydroxymyris

toyl- [acyl-
carrier-

protein]-
dehydratase 

(fabZ) 

fabZ-F ATGTCCACAGTTAACACGAC 

N/A 58 

Enzima clave 
para la 

biosíntesis 
de ácidos 

grasos 
insaturados 

Jeamton et 
al., 2008 

fabZ-R TTAGTCTACCAGGGAAAACA 

Proteína de 
Choque 

Térmico 90 
(HSP90) 

HSP90Sp_
F GACCGTACTTGAACAGGGAAC 

194 60 Resistencia 
térmica 

Ismaiel y 
Piercey-

Normore, 
2020. 

HSP90Sp_
R TGGTAATTTGTGGGTTGCTGA 

Ribulosa-1,5-
bifosfato 

carboxilasa 
(rbcL) 

rcbL_Sp_F GACTTCACCAAAGACGACGA 
158 60 

Fotosíntesis 
y fijación de 

Carbono rbcL_Sp_R ATTTCTTCGCAGGTGGGGGC 

Glutamato 
Sintasa 

(GOGAT) 

Glut_Sp_F TGCGGTTACTGGGGCATAACG 
145 60 Fijación del 

Nitrógeno 
Glut_Sp_R TCGCTGTTATTGGCATCCACA 

Hierro 
superóxido 
dismutasa 

FeSOD 

SgF1 TGGCTGATATGTCCCTGGAAG 
148 60 Antioxidante 

SgR1 GCTCCTGTAGGTTGACCACCA 

16S 
Ap16S-F1 CGTAAACCTCTCCTCAGTTCAG 

99 58 Control 
interno 

Kumaresan 
et al., 2018 Ap16S-R2 

GAACGGATTCACCGCAGTAT 

 

2.5.2 Extracción de ARN, tratamiento con ADNasa 

Se realizó la estandarización de la extracción de ARN a partir de la biomasa de Arthrospira maxima donde 

se probó una combinación de diferentes cantidades de células en fase exponencial, 5 ml (6.5 x 106 

filamentos ml-1) y 1.5 ml (1.95 x 106 filamentos ml-1). La muestra fue inmediatamente colocada en 

nitrógeno líquido y fue almacenada a -80 °C hasta su procesamiento posterior. Adicionalmente, se probó 
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realizar la lisis celular mediante dos tipos diferentes de perlas de zirconia marca BioSpec No. Cat. 

11079110z. Se probaron 100 mg de perlas con diámetro <1.00 mm y se probaron 100 mg de perlas de 1 

mm de diámetro.  

Una vez seleccionada la cantidad de biomasa y el diámetro óptimo de perlas de zirconia, se procedió a 

realizar la estandarización con DNAsa. En una reacción de 30 µl con 3 µg de material genético de 

Arthrospira maxima, se agregó la solución amortiguadora de la reacción a una concentración de 1X y se 

agregaron 3 unidades de enzima ADNasa (RQI, DNase, Promega). Para la estandarización de protocolos de 

expresión génica se tomó una muestra a partir del cultivo de Arthrospira maxima en fase exponencial y se 

cosecharon 5 ml mediante centrifugación a 4000 g por 15 min a 4 °C en una centrífuga refrigerada 

Eppendorf 5810-R, se descartó el sobrenadante e inmediatamente la pastilla de biomasa fue transportada 

en nitrógeno líquido y fue almacenada a -80 °C hasta su posterior procesamiento. 

El ARN total fue extraído de las células usando el kit comercial RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen 74904) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante, finalmente la extracción de ARN fue resuspendida en 12 µl de 

agua libre de RNAsas.  

La cuantificación de la concentración de ARN, así como la evaluación de su pureza, se realizó mediante un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, Wilmington, DE, EUA) donde el umbral para la 

relación A260/280, que determinó contaminación por proteínas, y la relación A260/230, que determinó 

contaminación por fenoles u otros solutos, fue de 2.0 y 2.2 respectivamente. Posteriormente, la integridad 

del ARN fue evaluada mediante una electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1.5% cargando el material 

genético con 2 µl de amortiguador de carga preparado con GelRed y 1 µl de cada muestra. Las muestras y 

el marcador de peso molecular de 1 kb migraron a través del gel dentro de una cámara de electroforesis 

(Bio-Rad®) a 80 volts por 60 min y 400 mAmp. 

Se realizó un procedimiento adicional de purificación con enzima ADNasa. Para ello, se tomaron 1.5 µg de 

cada extracción de ARN, los cuales fueron tratados con 1.5 unidades de ADNasa (RQI, DNase, Promega) 

con el objetivo de remover la presencia de ADN genómico (ADNg). Para corroborar que el tratamiento con 

ADNasa fue adecuado, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% donde se observó la 

migración de las bandas 23S y 16S ribosomales procarióticos y posteriormente se realizó una PCR de punto 

final en un termociclador MiniAmp Applied Biosystems™ utilizando los cebadores del gen de referencia 

(16S) utilizando ADN complementario (ADNc) como control positivo. Para cada reacción de 15 µl se 

emplearon las siguientes concentraciones de cada componente: amortiguador de reacción 1X, MgCl2 2.5 
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mM, dNTP mezcla 0.2 mM. oligo sentido 0.2 µM, oligo antisentido 0.2 µM, Taq polimerasa 0.4 U. La 

amplificación se llevó a cabo con las siguientes condiciones: Desnaturalización inicial de 95 °C por 3 min, 

seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 15 s y una extensión final de 72 °C por 3 

min. Se verificó la presencia de los productos de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% 

empleando 2 µl de solución amortiguadora de carga 6X por cada 5 µl de cada producto de PCR. 

Una vez que se verificó la pureza del ARN, se realizó la transcripción reversa con el kit ImProm-II® Reverse 

Transcription System. Para sintetizar ADNc se tomaron 750 ng de ARN tratado con ADNasa acorde a las 

instrucciones del fabricante. 

 

2.6 Análisis estadístico  

Para todos los datos obtenidos se realizaron las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilks), y homogeneidad 

de varianzas (Barlett), se realizó la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y la prueba a posteriori de Dunn 

para los conjuntos de datos que no pudieron cumplir los supuestos paramétricos estadísticos. En los casos 

donde se pudo demostrar homocedasticidad y normalidad en los datos se procedió a realizar análisis de 

varianza paramétrico.  

En los ensayos de axenización, las diferencias en el crecimiento de bacterias heterotróficas, la cantidad de 

filamentos y la densidad óptica, fueron evaluadas para cada caso, por un análisis de varianza de dos vías, 

esto es, para cada fecha de medición con los distintos tratamientos experimentales. Para obtener los 

grupos homogéneos se realizó la prueba de Diferencias Honestamente Significativas (HSD) de Tukey.  

El resultado de la prueba a posteriori fue comparado con el resultado de la prueba Bonferroni y la prueba 

de Mínimas Diferencias Significativas (LSD por sus siglas en inglés). Se eligió la prueba a posteriori que 

mostró mejor constancia entre los resultados obtenidos. Los suscritos de los grupos homogéneos fueron 

obtenidos con la librería “MultCompView” de R.  

Las diferencias en el conteo de células de filamentos, la tasa de crecimiento, el tiempo de generación, 

tamaño de filamentos, PST, PC, PSO, y de la composición proximal (proteínas, carbohidratos y lípidos) 

fueron comparados para cada caso por medio de una prueba de análisis de varianza de una vía.  
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Se realizó un análisis de covarianza de las curvas de crecimiento de la densidad de filamentos y de la 

densidad óptica de los cultivos de Arthrospira maxima mantenida con diferentes composiciones 

espectrales de la luz y se realizó una prueba a posteriori para evaluar las diferencias entre grupos. 

Todas las pruebas estadísticas fueron realizadas con el software R® (Ihaka y Gentleman, 1999) versión 

3.6.1 y se consideró un valor de significancia de 0.05. 
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Capítulo 3.  Resultados 

3.1 Caracterización del crecimiento y parámetros poblacionales 

Las curvas de crecimiento obtenidas a partir de la densidad óptica mostraron distintas tendencias al ser 

evaluadas a 550 nm y 680 nm (Figura 3). La fase estacionaria se alcanzó al día 22 con un inóculo de 30 x103 

filamentos ml-1. Los mayores valores de la tasa de crecimiento se obtuvieron los días 3 y 4 (Tabla 2).  A 

partir de esta determinación se utilizó la longitud de onda de 550 nm para evaluar la densidad óptica de 

los cultivos de Arthrospira maxima.  

La tasa de crecimiento obtenida con el número de filamentos a través del tiempo (expresada en términos 

de la integración del área bajo la curva fue de utilidad para determinar el momento en el que Arthrospira 

maxima dejó de crecer.  La cantidad de clorofila a mostró una relación directamente proporcional con el 

tiempo (Tabla 2). Los pigmentos accesorios, los carotenos, representaron el 20 y 23% de los pigmentos 

totales. 

Tabla 2. Contenido de clorofila a (Cl-a, mg ml-1), carotenos totales (mg ml-1) y tasa de crecimiento por día (µ) divisiones 
día-1) de la caracterización del crecimiento de Arthrospira maxima.  

Tiempo 
(d) Cl-a  

 
Carotenos  

 
µ   ∑µ  

   
0  0.30 ± 0.01  0.09 ± 0.01  0.24 ± 0.04 0.28  
1  0.50 ± 0.16  0.14 ± 0.04  0.05 ± 0.06 0.61  
2  0.80 ± 0.14  0.22 ± 0.01  0.33 ± 0.44 1.22  
3  0.92 ± 0.04  0.24 ± 0.04  0.61 ± 0.39 1.74  
4  1.95 ± 0.17  0.47 ± 0.02  0.51 ± 0.16 2.09  
5  3.57 ± 0.19  0.90 ± 0.05  0.35 ± 0.20 2.49  
6  4.43 ± 0.25  1.07 ± 0.01  0.40 ± 0.03 2.48  
7  6.44 ± 0.22  1.56 ± 0.05  0.01 ± 0.03 2.70  
8  8.42 ± 1.43  2.16 ± 0.35  0.23 ± 0.12 2.80  
9  9.43 ± 0.25  1.82 ± 0.01  0.10 ± 0.03 2.96  

10 11.93 ± 0.64  2.92 ± 0.15  0.15 ± 0.09 3.23  
11 11.36 ± 2.01  2.54 ± 0.56  0.28 ± 0.04 3.56  
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Figura 3. Caracterización del crecimiento de Arthrospira maxima a través de A) la evaluación de la densidad óptica 
(DO) a 550 nm y 680 nm, B) la densidad de filamentos (x106 ml-1), C) la tasa de crecimiento acumulada (Σµ: divisiones 
día-1) y D) variación del pH en el cultivo a través del tiempo. 

 

3.2. Axenización de Arthrospira maxima 

3.2.1 Primer coctel de antibióticos 

La cantidad de filamentos de Arthrospira maxima presentó diferencias significativas entre los días del 

ensayo (P<0.05), entre tratamientos (P<0.05) y con interacción significativa entre ambas variables 

(P<0.05). El tratamiento sin antibióticos fue el que presentó mayor densidad de filamentos y los 

tratamientos que presentaron significativamente menor densidad de filamentos fueron con dosis baja e 

intermedia. Se probó que hubo supervivencia de los filamentos hasta el último día del bioensayo, algo no 

esperado para un ensayo de axenización con cianobacterias (Figura 4). 

El conteo de unidades formadora de colonias (UFC) para evaluar la concentración de bacterias 

heterotróficas mostró una reducción total en el conteo de UFC ml-1 al día 3 (Figura 5). La concentración de 
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bacterias heterotróficas (BH) aumentó gradualmente en los días subsecuentes hasta el séptimo día, en 

donde el tratamiento, con dosis intermedia de antibiótico, superó el número de BH obtenidas con el 

tratamiento sin antibióticos. El tratamiento con dosis alta de antibiótico permaneció con bajos conteos de 

UFC ml-1 hasta el séptimo día. El efecto de los antibióticos demostró ser de acción inmediata, ya que al día 

del inicio del ensayo (día 0) se registró una reducción en el conteo de UFC ml-1 en comparación al 

tratamiento control sin antibióticos (Figura 5).  

La densidad óptica (DO) muestra que cada tratamiento es estadísticamente diferente (P<0.05) y cada uno 

de los días evaluados es un grupo de datos estadísticamente diferente respecto al tiempo (P<0.05). El día 

inicial (dia 0) fue el que presentó menor DO y el día con mayor valor de DO de todos los tratamientos fue 

el séptimo día, lo cual indica que a pesar de las diferentes dosis del coctel de antibióticos hubo crecimiento 

en la población de Arthrospira maxima (Figura 6). 

 

 
Figura 4. Densidad de filamentos de Arthrospira maxima del primer coctel de antibióticos en dosis alta [neomicina 
(Neo): 250 μg ml-1, ampicilina (Amp): 125 μg ml-1, estreptomicina (Est): 25 μg ml-1 y kanamicina (Kan): 50 μg ml-1], 
dosis media [Neo: 125 μg ml-1, Amp: 62.5 μg ml-1, Est: 12.5 μg ml-1 y Kan: 25 μg ml-1], dosis baja [Neo 62.5 μg ml-1, 
Amp: 31.25 μg ml-1, Est: 6.25 μg ml-1 y Kan: 12.5 μg ml-1] y tratamiento control (sin antibiótico). ANOVA de dos vías, 
α=0.05; Tukey HSD a; A>B. Las diferentes letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo. Las 
diferentes letras en mayúsculas indican las diferencias significativas en el factor tratamiento. 
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Figura 5. Densidad de bacterias heterotróficas de Arthrospira maxima del primer coctel de antibióticos en dosis alta 
[neomicina (Neo): 250 μg ml-1, ampicilina (Amp): 125 μg ml-1, estreptomicina (Est): 25 μg ml-1 y kanamicina (Kan): 50 
μg ml-1], dosis media [Neo: 125 μg ml-1, Amp: 62.5 μg ml-1, Est: 12.5 μg ml-1 y Kan: 25 μg ml-1], dosis baja [Neo 62.5 
μg ml-1, Amp: 31.25 μg ml-1, Est: 6.25 μg ml-1 y Kan: 12.5 μg ml-1] y tratamiento control (sin antibiótico). ANOVA de 
dos vías, α=0.05; Tukey HSD a; A>B. Las diferentes letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo. 
Las diferentes letras en mayúsculas indican las diferencias significativas en el factor tratamiento. 
 
 

 
Figura 6. Densidad óptica de Arthrospira maxima del primer coctel de antibióticos en dosis alta [neomicina (Neo): 
250 μg ml-1, ampicilina (Amp): 125 μg ml-1, estreptomicina (Est): 25 μg ml-1 y kanamicina (Kan): 50 μg ml-1], dosis 
media [Neo: 125 μg ml-1, Amp: 62.5 μg ml-1, Est: 12.5 μg ml-1 y Kan: 25 μg ml-1], dosis baja [Neo 62.5 μg ml-1, Amp: 
31.25 μg ml-1, Est: 6.25 μg ml-1 y Kan: 12.5 μg ml-1] y tratamiento control (sin antibiótico). ANOVA de dos vías, α=0.05; 
Tukey HSD a>b>c>d>e; A>B>C>D. Las diferentes letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo. 
Las diferentes letras en mayúsculas indican las diferencias significativas en el factor tratamiento. 
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Se realizó la extracción de ARN de los cultivos de Arthrospira maxima del ensayo de axenización 

con el primer coctel de antibióticos y posteriormente se procedió a corroborar la integridad del 

ARN.  

Se presentó desintegración del material genético (ADN, así como ARN), únicamente en la muestra 

TB2 se pueden discernir las bandas de las subunidades 23S y 16S (Figura 7). 

 

Figura 7. Evaluación de la integridad de las extracciones de ARN del primer ensayo de axenización de Arthrospira 
maxima mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. E: Escalera (arriba: 100bp y abajo: 1Kb), Ctrl: tratamientos 
control (sin antibióticos), TA: tratamientos con dosis alta [neomicina (Neo): 250 μg ml-1, ampicilina (Amp): 125 μg ml-
1, estreptomicina (Est): 25 μg ml-1 y kanamicina (Kan): 50 μg ml-1], TB: tratamientos con dosis media [Neo: 125 μg ml-
1, Amp: 62.5 μg ml-1, Est: 12.5 μg ml-1 y Kan: 25 μg ml-1], TC: tratamientos con dosis baja [Neo 62.5 μg ml-1, Amp: 31.25 
μg ml-1, Est: 6.25 μg ml-1 y Kan: 12.5 μg ml-1].  
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Al terminar el ensayo de axenización, con el objetivo de comparar el daño de los tratamientos con 

antibióticos a los cultivos de A. maxima, se hizo una selección de muestras aleatoria de cada uno de los 

tratamientos para tomar las imágenes más representativas de cada tratamiento por medio del software 

ImagePro Plus versión 5.1 y un microscopio compuesto Olympus CX-31. 

 

3.2.2 Segundo coctel de antibióticos 

Para el tratamiento control se observó una densidad promedio de 0.6 x 106 filamentos ml-1 en las tres 

diferentes réplicas, en el tratamiento control se pudo observar bajo el microscopio una gran presencia de 

bacterias en movimiento.  

La dosis alta de antibióticos tuvo un efecto negativo sobre los filamentos de Spirulina maxima. Se 

observaron escisiones en los tricomas dando la apariencia de tener un cultivo rico en hormogonios, sin 

embargo, estos fragmentos se observaron decolorados y sin la forma redondeada típica de cada extremo 

de un hormogonio sano (anexo 1). Durante el ensayo, no se observaron bacterias heterotróficas en la 

muestra. 

 
Figura 8. Cultivos de Arthrospira maxima con el segundo coctel de antibióticos en TA: dosis alta [ampicilina, cefoxitina 
y penicilina G (ACP) cada uno a 150 μg ml-1], TB: dosis media [112.5 μg ml-1 de ACP] y TC: dosis baja [75 μg ml-1 de 
ACP] y Ctrl: tratamiento control (sin antibiótico). Los números al lado de las claves utilizadas para los tratamientos 
representan el número de la repetición de cada tratamiento. 

TC3 TC2 TC1 TB3 TB2 TB1 TA3 TA2 TA1 Ctrl3 Ctrl2 Ctrl1 



 

 

33 

Al inocular una dosis intermedia del coctel 1 de antibióticos al cultivo, la densidad de filamentos se vio en 

densidad moderada (0.58 x 106 filamentos ml-1), los tricomas presentan longitudes mayores comparados 

con el tratamiento de dosis alta y en escasas ocasiones de observan tricomas con morfotipo de espira. No 

se observaron bacterias heterotróficas en la muestra. 

En el tratamiento con dosis baja de antibióticos se observaron tricomas de buen tamaño, cantidad y color. 

Sin embargo, en el microscopio se observaron bacterias heterotróficas en las 3 repeticiones de este 

tratamiento. 

De manera general, los tres tratamientos evaluados con diferentes dosis del coctel de antibióticos tuvieron 

un efecto directo en la apariencia del cultivo (Figura 8). De los tres tratamientos evaluados se observó una 

clarificación del cultivo lo cual tiene una relación directa con la medición de la densidad óptica a través del 

tiempo del ensayo (Figura 10).  

La densidad de filamentos de Arthrospira maxima pareció aumentar con el paso del tiempo 

independientemente de la dosis de antibióticos previamente inoculada en el cultivo (Figura 9). Sin 

embargo, en este trabajo se toma con precaución esta medición debido a que la medición del crecimiento 

de los cultivos mediante la densidad óptica presenta una tendencia a la baja (Figura 10). 

 
Figura 9. Densidad de filamentos de Arthrospira maxima del segundo coctel de antibióticos en dosis alta [ampicilina, 
cefoxitina y penicilina G (ACP) cada uno a 150 μg ml-1], dosis media [112.5 μg ml-1 de ACP] y dosis baja [75 μg ml-1 de 
ACP] y tratamiento control (sin antibiótico). ANOVA de dos vías, α=0.05; Tukey HSD a>b>c>d>e; A>B>C. Las diferentes 
letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo. Las diferentes letras en mayúsculas indican las 
diferencias significativas en el factor tratamiento. 
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La evaluación de la densidad óptica en el segundo ensayo de axenización mostró que la densidad de los 

cultivos se vio afectada negativamente por la adición del coctel de antibióticos con las tres dosis evaluadas 

(Figura 10). 

Todos los tratamientos de axenización iniciaron al día 0 con una densidad óptica de 0.68 en promedio y al 

final del experimento los tratamientos experimentales terminaron con una densidad óptica de 0.43 en 

promedio, lo cual indica que, en lugar de haber crecimiento en la DO con el paso del tiempo, hubo una 

reducción en comparación con el tratamiento control sin antibióticos. Sin embargo, algunas células de 

Arthrospira maxima pudieron crecer hasta el día 7 (Figura 10). 

 

Figura 10. Densidad óptica Arthrospira maxima del segundo coctel de antibióticos en dosis alta [ampicilina, cefoxitina 
y penicilina G (ACP) cada uno a 150 μg ml-1], dosis media [112.5 μg ml-1 de ACP] y dosis baja [75 μg ml-1 de ACP] y 
tratamiento control (sin antibiótico). ANOVA de dos vías, α=0.05; Tukey HSD a>b>c>d; A>B>C. Las diferentes letras 
en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo. Las diferentes letras en mayúsculas indican las 
diferencias significativas en el factor tratamiento. 

 

El conteo de las unidades formadoras de colonias mostró en todos los tratamientos con antibióticos una 

reducción de los valores a partir del día 1. El tratamiento con dosis alta del coctel de antibióticos presentó 

un ligero incremento en los días 2 y 6 de cultivo. Con todos los tratamientos de antibióticos utilizados, la 

carga bacteriana se mantuvo en menos de 10 x106 UFC ml-1 y en algunos casos la carga se mantuvo 

indetectable (Figura 11). 

Días

0 1 2 3 4 5 6 7

De
ns

ida
d ó

pti
ca

 (5
50

 nm
)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Dosis Alta
Dosis Intermedia
Dosis Baja
Sin Antibióticos

d
b a

b

b

c

b

a

B C B A
d

b
bb

a

aa
bbb

bbb

c

c
c bbb aa

a

B C B
A

B C B

A

B C B

A

B C B

A

B
C B

A

B C B

A

B C

B

A

dd



 

 

35 

 

Figura 11. Densidad de bacterias heterotróficas Arthrospira maxima del segundo coctel de antibióticos en dosis alta 
[ampicilina, cefoxitina y penicilina G (ACP) cada uno a 150 μg ml-1], dosis media [112.5 μg ml-1 de ACP] y dosis baja 
[75 μg ml-1 de ACP] y tratamiento control (sin antibiótico). ANOVA de dos vías, α=0.05; Tukey HSD a>b>c>d; A>B. Las 
diferentes letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo. Las diferentes letras en mayúsculas 
indican las diferencias significativas en el factor tratamiento.  

 

 

 
Tabla 3.  Evaluación de la calidad de la extracción de ARN de los cultivos axénicos de Arthrospira maxima mediante 
espectrofotometría en Nanodrop 2000®. Ctrl: tratamiento sin antibióticos, A1-3: tratamientos con dosis alta de 
antibióticos, B1-3 tratamiento con dosis intermedia de antibióticos, C1-3 tratamiento con dosis baja de antibióticos. 
ARN: ácido ribonucleico, 260/280: relación que indica contaminación por reactivos y 260/230: relación que indica 
contaminación por proteínas. 
 

Tratamiento ARN (ng µl-1) 260/280 260/230 

Ctrl 1 205.1 2.04 1.08 
Ctrl 2 297.6 2.06 1.59 
Ctrl 3 037.9 2.03 0.48 

A1 134.8 1.85 1.04 
A2 093.1 2.00 1.03 
A3 103.7 2.04 1.15 
B1 108.6 1.99 0.99 
B2 386.4 2.05 2.00 
B3 088.9 1.91 0.89 
C1 081.2 2.03 1.08 
C2 100.1 2.02 0.54 
C3 060.2 2.04 0.35 
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El segundo coctel de antibióticos evaluado mostró ser efectivo para reducir la carga de bacterias 

heterotróficas. Sin embargo, la DO de los cultivos de Arthrospira maxima decreció, la integridad de los 

filamentos se vio comprometida y la cantidad del ARN de los cultivos se observó reducida y de baja calidad 

(Tabla 3).  

Debido a que se pudo cuantificar una reducción en la cantidad de ARN con respecto a los cultivos de 

Arthrospira maxima sin antibióticos y, aunado a que la máxima producción fotoquímica del PSII (Fv/Fm) 

se vio afectada por efecto de las tres concentraciones de antibióticos con respecto al tratamiento control 

sin antibióticos (Figura 12), se continuó con la evaluación de los cambios fisiológicos y los cambios en la 

composición bioquímica de los cultivos de Arthrospira maxima por efecto de la composición espectral de 

la luz sin realizar la axenización de los cultivos.  

 
Figura 12. Máxima producción fotoquímica del PSII (Fv/Fm) de los cultivos de Arthrospira maxima con el segundo 
coctel de antibióticos TA: dosis alta [ampicilina, cefoxitina y penicilina G (ACP) cada uno a 150 μg ml-1], TB: dosis 
media [112.5 μg ml-1 de ACP], TC: dosis baja [75 μg ml-1 de ACP] y Ctrl: tratamiento control (sin antibiótico). 

 

3.3 Efecto de la composición espectral de la luz 

Se mantuvieron los cultivos de Arthrospira maxima a diferente composición espectral de luz (Figura 13).  
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Figura 13. Composición espectral de las lámparas fluorescentes usadas para el crecimiento de los cultivos de 
Arthorspira maxima. 

 

Los parámetros espectrales de las lámparas fluorescentes muestran la posición del máximo de 

irradiancia, el rango espectral, el ancho espectral medio y la tasa de cambio entre la máxima 

irradiancia del espectro original respecto al espectro suavizado para las lámparas azul, verde, roja 

y blanca (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Parámetros espectrales principales de las lámparas fluorescentes de cada tratamiento. FWHM: ancho 
espectral medio por sus siglas en inglés (Full Width Half Maximum: FWHM), △rel: tasa de cambio entre la máxima 
irradiancia del espectro original con respecto al espectro suavizado. 

Lámpara Posición del máximo 
de irradiancia (nm) 

Rango espectral 
(nm) 

FWHM  

(nm) 

△rel 

(%) 

Azul 460.92 403 – 540 137 9.35 

Verde 529.35 510 – 556 46 6.52 

Roja 639.00 613 – 679 66 6.91 

Blanca 531.47 440 – 627 183        14.01  
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3.3.1 Crecimiento y parámetros poblacionales 

Las curvas de crecimiento de Arthrospira maxima presentaron diferencias significativas (ANCOVA, P<0.05) 

por efecto de la composición espectral (Figura 14 y 15). Los mayores valores de la densidad de filamentos 

se encontraron en los cultivos expuestos a luz blanca y luz roja, mientras que los menores valores se 

evaluaron con luz azul al día 5 (Figura 14). 

 

Figura 14. Curva de crecimiento de Arthrospira maxima mantenida en cultivos con distinta composición espectral de 
la luz durante la fase exponencial de crecimiento.  Letras distintas indica diferencias significativas entre tratamientos 
por análisis de covarianza (ANCOVA) y prueba a posteriori Tukey HSD, α=0.05: a>b>c.  

 

Las curvas de crecimiento con la absorbancia de Arthrospira maxima presentaron diferencias significativas 

(ANCOVA, P<0.05) por efecto de la composición espectral (Figura 15). Los mayores valores de la densidad 

óptica se encontraron en los cultivos expuestos a luz blanca y luz roja, mientras que los menores valores 

se midieron con luz azul. 
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Figura 15. Absorbancia de Arthrospira maxima en cultivos con distinta composición espectral de la luz durante la fase 
exponencial de crecimiento.  Las distintas letras indican diferencias significativas entre tratamientos por análisis de 
covarianza (ANCOVA) y prueba a posteriori Tukey HSD α=0.05: a>b>c. 
 
 
 

La tasa de crecimiento (µ) calculada a partir de la densidad óptica de los cultivos de Arthrospira maxima 

presentó diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la composición espectral y los mayores valores 

se tuvieron con la luz blanca y roja (Figura 16). 

 

 
Figura 16. Tasa de crecimiento (µ) calculada con los valores de densidad óptica de Arthrospira maxima mantenidos 
en cultivos con distinta composición espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de 
varianza de una vía (ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD.  Las letras indican las diferencias 
significativas entre tratamientos a>b.  
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El tiempo de generación (Tg) de Arthrospira maxima presentó diferencias significativas (P<0.05) por efecto 

de la composición espectral de la luz y los valores mayores se obtuvieron con luz azul y verde (Figura 17).  

 
Figura 17. Tiempo de generación (Tg) calculada con los valores de densidad óptica de Arthrospira maxima mantenida 
en cultivos con distinta composición espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de 
varianza de una vía (ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD.  Las letras indican las diferencias 
significativas entre tratamientos a>b. 

 

La longitud de filamentos no presentó diferencias significativas en el tiempo (P<0.05) pero si presentó 

diferencias significativas por efecto de la composición espectral, la mayor longitud de filamentos se obtuvo 

con la luz blanca y roja (Figura 18). 

 
Figura 18. Longitud de los filamentos de Arthrospira maxima mantenidos en cultivos con distinta composición 
espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de varianza de dos vías (ANOVA) α=0.05 y 
prueba a posteriori de Tukey HSD.  Letras iguales en minúscula indican que no hay diferencias significativas en el 
tiempo: a. Las letras mayúsculas indica diferencias significativas de los tratamientos: A>B. 
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El pH tuvo diferencias significativas (P<0.05) en los cultivos de Arthrospira maxima en el tiempo y por 

efecto de los diferentes tratamientos (Figura 19). El último día fue evaluado con los mayores valores de 

pH, sin embargo, el tratamiento con luz roja presentó el mayor valor de pH y la luz azul los menores valores. 

 

Figura 19. Valores de pH de los cultivos con distinta composición espectral de la luz durante la fase exponencial de 
crecimiento de Arthrospira maxima. Análisis de varianza de dos vías (ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey 
HSD.  Las letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo: a>b>c>d>e>f. Las letras mayúsculas 
indica diferencias significativas de los tratamientos: A>B>C>D. 

 

La densidad de bacterias heterotróficas no presentó diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la 

composición espectral de la luz en los cultivos de Arthrospira maxima (Figura 20). 
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Figura 20. Concentración de bacterias heterotróficas en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Arthrospira 
maxima mantenida en cultivos con distinta composición espectral de la luz durante la fase exponencial de 
crecimiento. Análisis de varianza de una vía (ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD. La letra a indica que 
no hubo diferencias significativas en el tiempo. 

 

El peso seco total de los cultivos de Arthrospira maxima mantenida con diferente composición espectral 

de la luz presentó diferencias significativas (P<0.05) (Figura 21a). Los valores mayores de peso seco total 

se obtuvieron en los cultivos con luz roja y los menores valores en luz azul. El peso de las cenizas no 

presentó diferencias significativas (P>0.05) por efecto de la composición espectral de la luz (Figura 21b). 

Los valores mayores del peso seco orgánico se obtuvieron en los cultivos con luz roja, mientras que los 

menores valores fueron obtenidos en los cultivos con luz y verde (Figura 21).  
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Figura 21. Peso seco total, peso de cenizas y peso seco orgánico de Arthrospira maxima mantenida en cultivos con 
distinta composición espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de varianza de una vía 
(ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD. Las letras en minúsculas indican diferencias significativas en el 
tiempo: a>b>c. 
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3.3.2 Composición proximal 

La composición proximal de los cultivos de Arthrospira maxima mantenidos con diferente composición 

espectral de la luz presentaron diferencias (Figura 22). El significativamente mayor contenido de proteínas 

fue obtenido en los cultivos con luz blanca, azul y verde (P<0.05), el significativamente mayor contenido 

de carbohidratos se observó en la luz roja (P<0.05), el significativamente mayor contenido de lípidos fue 

obtenido con la luz azul (P<0.05) y los menores valores con luz roja. Se obtuvo el significativamente mayor 

contenido de cenizas en la luz roja y el menor valor en la luz blanca y verde (P<0.05) (Figura 22). 

 

Figura 22. Composición proximal de los cultivos de Arthrospira maxima mantenida en cultivos con distinta 
composición espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de varianza de una vía (ANOVA) 
α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD para cada nutriente y cenizas. Las letras en minúsculas indican diferencias 
significativas por tratamiento: a>b>c>d. 

 

3.3.3 Fotosíntesis y pigmentos 

Los cultivos de Arthrospira maxima expuestos a la luz roja presentaron una eficiencia fotosintética (α) 

significativamente mayor, mientras que con la luz azul fue la menor (P < 0.05) (Tabla 5; Figura 23).  

La tasa de transporte de electrones máxima (ETRmax) fue significativamente mayor (P < 0.05) en los 

cultivos de Arthrospira maxima mantenidos con luz blanca (Tabla 5; Figura 23). 
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Los cultivos de Arthrospira maxima cultivados con luz blanca presentaron una irradiancia de saturación 

(Ek) significativamente mayor (P<0.05) (Tabla 5). 

El rendimiento cuántico fotoquímico (Fv/Fm) fue significativamente mayor (P<0.05) en los cultivos 

mantenidos con luz blanca (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Parámetros fotosintéticos de cultivos de Arthrospira maxima mantenidos con diferente composición 
espectral de la luz:  Eficiencia fotosintética (α), máxima tasa de transporte de electrones (ETRmax en μmol e- m-2 s-1), 
irradiancia de saturación (Ek en μmol m-2 s-1), máximo rendimiento cuántico fotoquímico del fotosistema II (Fv/Fm). 
Análisis de varianza de una vía (ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD.  Las letras indican las diferencias 
significativas entre tratamientos a>b>c.  

Tratamiento α ETRmax Ek Fv/Fm 

Luz blanca 0.082 ± 0.007 ab 318.4 ±   8.93 a 3794.1 ± 389.27 a 0.27 ± 0.003 b 

Luz azul 0.064 ± 0.004 b 86.7 ±   0.86 c 1169.3 ±   80.03 b 0.33 ± 0.011 a 

Luz verde 0.075 ± 0.003 ab 116.8 ± 28.43 b 1534.2 ± 299.70 b 0.26 ± 0.011 b 

Luz roja 0.083 ± 0.010 a 118.4 ±   1.98 b 1392.9 ±   47.90 b 0.28 ± 0.043 a 

 

 

Las curvas rápidas de luz (CRL) presentaron diferencias significativas (P<0.05) en los cultivos de Arthrospira 

maxima mantenidos con diferentes composición espectral de la luz. Los tratamientos de luz blanca y el 

tratamiento de luz roja tuvieron los mayores valores de la tasa de transporte de electrones (ETR). Las CRL 

demostraron que Arthrospira maxima no presentó fotoinhibición del PSII en la irradiancia evaluada (1500 

µmol m-2 s-1). 
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Figura 23. Curvas rápidas de luz de la tasa de transporte de electrones (ETR) de los cultivos de Arthrospira maxima 
expuestos a luz blanca (●), azul (○), verde (▼) y roja (△). Letras distintas indica diferencias significativas entre 
tratamientos por análisis de covarianza (ANCOVA) y prueba a posteriori Tukey HSD, α=0.05: a>b. 

 

El contenido de pigmentos fotosintéticos de Arthrospira maxima en los cultivos mantenidos bajo 

diferentes condiciones de luz presentaron diferencias significativas por efecto del tipo de luz (P<0.05). El 

mayor contenido de clorofila a (Cl-a) fue con luz blanca y el menor con la luz roja. La luz blanca y roja 

produjeron la mayor cantidad de carotenoides. El mayor contenido de ficocianina fue con la luz roja, sin 

embargo, el menor contenido de ficocianina fue en la luz blanca y verde (Figura 24). 



 

 

47 

 

Figura 24. Pigmentos fotosintéticos de los cultivos de Arthrospira maxima mantenida en cultivos con distinta 
composición espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de varianza de una vía (ANOVA) 
α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey. Las letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo: 
a>b>c>d. 

 

La máxima producción fotoquímica como indicador del estado fisiológico de Arthrospira maxima cultivada 

con diferente composición espectral de la luz fue diferente entre los tratamientos evaluados (P<0.05) 

(Figura 25).  

 

 

Figura 25. Máxima producción fotoquímica (Fv/Fm) de Arthrospira maxima mantenida en cultivos con distinta 
composición espectral de la luz durante la fase exponencial de crecimiento. Análisis de varianza de una vía (ANOVA) 
α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey. Las letras en minúsculas indican diferencias significativas en el tiempo: a>b.  
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3.3.4 Estandarización de la qPCR 

Al realizar la Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa en tiempo real de los siete genes 

experimentales se obtuvo una amplificación entre los 17 y 24 ciclos, excepto por el gen fabZ el 

cual presentó amplificación entre los 29 y 36 ciclos (Tabla 6). El gen de referencia (16S), en 

contraste con la mayoría de los genes experimentales, presentó un ciclo de cuantificación 

considerablemente menor al presentar un valor de Cq de entre 4 y 7 ciclos. 

 

Tabla 6. Valores de Cq (ciclo de cuantificación) de los ocho genes evaluados en dilución 1:5 y dilución 1:10. Por cada 
gen se agregó un control negativo sin templado (NTC) el cual no presenta amplificación (N/A). 

Gen Tipo de muestra Dilución Cq Gen Tipo de muestra Dilución Cq 

HSP90 

AMC1 1:5 39.22 

PcA 

AMC1 1:5 20.83 

AMC1 1:5 20.89 AMC1 1:5 17.04 

AMC2 1:10 22.07 AMC2 1:10 18.90 

AMC2 1:10 22.16 AMC2 1:10 17.85 

NTC   38.26 NTC   N/A 

rbcL 

AMC1 1:5 16.18 

DnaK 

AMC1 1:5 25.06 

AMC1 1:5 16.41 AMC1 1:5 24.52 

AMC2 1:10 17.17 AMC2 1:10 24.41 

AMC2 1:10 17.20 AMC2 1:10 24.21 

NTC   N/A NTC   N/A 

GOGAT 

AMC1 1:5 22.36 

fabZ 

AMC1 1:5 N/A 

AMC1 1:5 22.22 AMC1 1:5 39.36 

AMC2 1:10 23.16 AMC2 1:10 36.39 

AMC2 1:10 23.39 AMC2 1:10 29.03 

NTC   N/A NTC   N/A 

FeSOD 

AMC1 1:5 32.36 

16S 

AMC1 1:5 7.24 

AMC1 1:5 19.93 AMC1 1:5 5.61 

AMC2 1:10 20.98 AMC2 1:10 7.60 

AMC2 1:10 21.01 AMC2 1:10 4.82 

NTC   N/A NTC   N/A 
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Para todos los genes evaluados se presentó una curva de disociación con el punto máximo 

ubicado a una sola temperatura lo que quiere decir que el producto amplificado en esa reacción 

es altamente específico, por lo que se demostró que no hubo otros fragmentos indeseados o 

inespecíficos amplificando en la misma reacción. Esto es relevante porque denota la alta 

especificidad de la técnica de RT- qPCR (Tabla7). 

      1)  2)  

3)  4)  

5)   6)  

7)   8)  

Figura 26. Curvas de amplificación y curvas de disociación por duplicado de los genes seleccionados de Arthrospira 
maxima 1) Proteína chaperona de choque térmico a 90 °C HSP90, 2) RuBisCO subunidad grande rbcL, 3) Glutamato 
sintasa GOGAT, 4) Hierro superóxido dismutasa FeSOD, 5) Ficocianina subunidad alpha PcA, 6) Proteina chaperona 
DnaK, 7) Enzima de biosíntesis de ácidos grasos fabZ, 8) Gen de referencia 16S ARNr. 
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Después de la amplificación por medio de qPCR, se procedió a realizar una electroforesis en gel de agarosa 

de los amplicones obtenidos con el objetivo de conocer el tamaño de las secuencias amplificadas (Figura 

26). Se encontró que los genes HSP90, rbcL, GOGAT, FeSOD, PcA, el gen de referencia (16S) e inclusive el 

gen DnaK, se encontraron dentro del tamaño aceptable para los requerimientos de la técnica qPCR. Sin 

embargo, se encontró que el gen fabZ presentó un tamaño aproximado de 599 pb. Por lo tanto, es posible 

amplificar el gen mediante qPCR, pero no es posible llevar una correcta cuantificación del producto de 

PCR. 

 

Figura 27. Verificación de la longitud en pares de bases de los amplicones de la estandarización. Gel de agarosa 1.5X.  
Gen de la proteína de choque térmico (HSP90), gen de la proteína RUBisCO (rbcL), gen de la proteína glutamato 
sintasa (GOGAT), gen de la enzima Hierro superóxido-dismutasa (FeSOD), gen de la proteína ficocianina (PcA), 
proteína chaperona para la maquinaria del material genético (DnaK), desaturasa para la biosíntesis de ácidos grasos 
(fabZ) y gen de referencia (16S).  
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Capítulo 4.  Discusión  

4.1 Caracterización del crecimiento 

Los cultivos de Arthrospira maxima presentaron una curva de crecimiento de 28 días, esto es mayor a lo 

obtenido por Oliveira et al. (1999) y por Mexia-Bernal (2011) al cultivar Spirulina maxima a 25 °C y al 

cultivar Arthrospira maxima en agua de mar a una irradiancia de 50 µmol m-2 s-1.  Ismaiel y Piercey-

Normore (2020) encontraron que Arthrospira platensis se encuentra estresada cuando es cultivada a 23 

°C lo cual pudo haber determinado el tiempo de crecimiento de los cultivos de Arthrospira maxima, lo que 

es importante dado que se requirió un mayor tiempo para alcanzar la cantidad apropiada de biomasa para 

realizar la evaluación de fotosíntesis y para obtener buenos rendimientos al extraer el ARN total de la 

biomasa. No obtener una cantidad apropiada de biomasa puede afectar el rendimiento de la extracción 

de ARN porque al obtener más biomasa se encontrará mayor cantidad de ARN en la muestra que 

posteriormente se irá perdiendo en el mismo proceso de extracción. 

Mediante los conteos de filamentos, se registró en la curva de crecimiento y se observó una disminución 

del crecimiento en el día 14, la cual se volvió a presentar en días subsecuentes. Esto puede estar 

relacionado al ciclo de vida del género Arthrospira el cual se distingue por el desarrollo de necridios, los 

cuales son células especializadas en el interior del filamento que están programados para morir, sufren 

lisis celular y el contenido citoplasmático es liberado al medio (Ciferri, 1983) y puede ser aprovechado por 

filamentos en crecimiento para su pleno desarrollo.  

En esta investigación se encontró para Arthrospira maxima una fase de aclimatación de 3 días. Esto estuvo 

directamente relacionado con las condiciones medioambientales del cultivo, cantidad de inóculo, y 

características genéticas de la cepa evaluada. También, los mayores valores de la tasa de crecimiento se 

obtuvieron en los días 3 y 4.  

La evaluación del crecimiento de Arthrospira maxima realizada por medio de conteo de filamentos 

presentó mayor variación, con respecto a la evaluación por densidad óptica, esta diferencia pudo ser 

debida a que el tamaño de los filamentos se modifica respecto a la fase de crecimiento y pudo influir en la 

evaluación del conteo por lo que se recomienda evaluar el crecimiento de Arthrospira maxima por 

densidad óptica más que por conteo de filamentos. 
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Los cultivos de Arthrospira maxima presentaron una tasa de crecimiento acumulada  de 2.7 ± 0.03 

divisiones por día a los  7 días de cultivo y una tasa máxima de crecimiento de 0.61 ± 0.39 divisiones día-1, 

los cuales son valores mayores a lo reportado por Mexia-Bernal (2011), quien obtuvo una tasa de 

crecimiento acumulada de 2.4 ± 0.83 divisiones por 7 días y tasa máxima de crecimiento de 0.39 ± 0.16 

divisiones día-1 utilizando la misma especie, con las mismas condiciones de luz, pero con diferente medio 

de cultivo (medio “S” Spirulina) con agua de mar y a una temperatura de 23 °C, el cual principalmente 

difiere del medio utilizado en el presente estudio por la cantidad de bicarbonato el cual es 4 veces menor 

en el medio “S” para Spirulina. El crecimiento de las cianobacterias, en general, depende de la magnitud 

las diversas variables de cultivo como la temperatura, el pH, la irradiancia, composición espectral de la luz 

y el tipo del medio de cultivo aunado a las características propias de cada especie microalgal (Nwoba et 

al., 2019).  

El pH presentó una relación directa con la edad del cultivo de Arthrospira maxima. Los resultados 

obtenidos en la variación de los valores del pH con respecto a la edad del cultivo concuerdan con lo 

obtenido por Oliveira et al. (1999). Arthrospira maxima y el congénere Arthrospira platensis, requieren de 

un nivel de pH elevado (9.5 – 11.0) para su cultivo adecuado. Evaluar un incremento en los valores de pH 

de los cultivos de Arthrospira maxima con respecto al tiempo de cultivo, puede indicar que, para su 

crecimiento, esta especie requiere de una gran cantidad de bicarbonato con respecto a la cantidad de 

otros elementos dentro del medio de cultivo puesto que, en el bicarbonato causa una mayor alcalinidad 

(Ismaiel et al., 2016).  

Al evaluar el crecimiento de Arthrospira maxima por medio de la densidad óptica a 550 nm, resultó que 

se describe mejor  el  crecimiento de los cultivos, respecto a lo obtenido con las mediciones a 680 nm. Esto 

puede deberse a que la clorofila a (Cl-a) tiene dos picos de absorción, el primero a 440 y el segundo a los 

675 nm (Park y Dinh, 2019) y el haber medido el crecimiento a los 680 nm pudo haber interferido con los 

cambios en la cantidad de Cl-a. Al realizar las mediciones del crecimiento por medio de la densidad óptica 

a 550 nm, se evitaron los picos de absorción de la Cl-a. Sin embargo, existe literatura reciente que señala 

que para realizar mediciones espectrofotométricas, la longitud de onda seleccionada debe tener un pico 

de gran amplitud espectral para que las variaciones en las lecturas de la absorbancia no sean debidas a 

pequeñas variaciones en la longitud de onda (del Río-Portilla y Beaumont, 2008). 

En Arthrospira maxima, la clorofila a (Cl-a) es la proteína fotosintética más importante, pero no la más 

abundante, debido a que se encuentra en el centro de reacción siendo el último pigmento fotosintético 

en el proceso de transporte de energía, y mediante la Cl-a, la fijación del carbono puede realizarse 
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apropiadamente durante la fotosíntesis (Li y Chen, 2015; Kannaujiya et al., 2020). Por lo que entre más 

densos se vuelvan los cultivos de Arthrospira maxima, se requerirá más Cl-a para cubrir las demandas 

energéticas del microorganismo.  

La cantidad de Cl-a está en función de la cantidad de luz que incide por unidad de área superficial del 

filamento, por lo que la cantidad de luz disminuye con forme la densidad del cultivo aumenta por un efecto 

de autosombreado (Dubinsky et al., 1994). El trabajo de Olaizola y Duerr (1990) sustenta el principio antes 

mencionado, ya que demuestra que el contenido de Cl-a en el género Spirulina es mayor cuando la 

cantidad de luz que irradia a las células es menor. 

A partir de los trabajos de Dubinsky et al. (1994) y Olaizola y Duerr (1990) aunados a lo obtenido en este 

trabajo, se concluye que el mayor contenido de Clorofila a y carotenos se obtendrá en cultivos maduros 

debido a un efecto de autosombreado. 

Las variables clave involucradas en la cantidad de pigmentos es la intensidad y composición espectral de 

la luz. En este contexto, la cantidad de Cl-a y carotenos aumentó con forme a la edad del cultivo de 

Arthrospira maxima. La Cl-a tiene un rol importante en el primer paso del proceso de la fotosíntesis al 

recibir la energía lumínica que es interceptada por las ficobiliproteínas encargadas de la absorción química 

de la luz (Ciferri, 1983; Wahadoszamen et al., 2020). 

 

4.2 Axenización de los cultivos de Arthrospira maxima 

Los cultivos de microorganismos fotoautótrofos, como las cianobacterias, suelen presentar una 

interacción simbiótica tipo mutualística con bacterias heterotróficas. Las bacterias heterotróficas 

asociadas a los cultivos de microalgas y cianobacterias prosperan a partir de un intercambio constante de 

metabolitos, vitaminas, sideróforos y materia orgánica disuelta (Yao et al., 2018). 

La manipulación del crecimiento de bacterias heterotróficas mediante el medio de cultivo con antibióticos, 

así como de cianobacterias, afecta la tasa de crecimiento, composición bioquímica, producción de 

metabolitos y, el control de la carga de bacterias heterotróficas con antibióticos, es de utilidad en estudios 

fisiológicos, genéticos o estudios taxonómicos (Molina-Cárdenas et al., 2016; Tapia-Gallardo, 2019). 
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4.2.1. Primer coctel de antibióticos 

Acorde a los resultados obtenidos en el primer ensayo de axenización, se encontró que es posible reducir 

la carga de bacterias heterotróficas a niveles no detectables hasta por 5 días utilizando la dosis media del 

primer coctel de antibióticos (neomicina: 125 μg ml-1, ampicilina: 62.5 μg ml-1, estreptomicina: 12.5 μg ml-

1 y kanamicina: 25 μg ml-1).  

La reducción de la carga bacteriana fue posible debido a el efecto combinado del mecanismo de acción de 

cada antibiótico, es decir, al efecto sinérgico del coctel de antibióticos. La aportación de la neomicina sobre 

las bacterias fue al unirse a la subunidad 30S ribosomal e interferir con la síntesis de proteínas (Schacht, 

1975). El mecanismo de acción de ampicilina, antibiótico que pertenece a la familia de los ß-lactámicos, 

fue inhibir la síntesis de peptidoglicano, lo cual indujo a una rápida autólisis bacteriana (Kaldalu et al., 

2004). Dependiendo de la cepa bacteriana, la estreptomicina pudo haber efectuado diferentes 

mecanismos de acción, los cuales afectan la integridad de la pared celular, el metabolismo del ARN y puede 

llegar a inhibir la síntesis de proteínas uniéndose a la subunidad 30S ribosomal (Spotts y Stanier, 1961) y 

por último, el mecanismo de acción de la kanamicina fue generar cambios conformacionales en los 

ribosomas lo cual induce ambigüedad en las lecturas de ARN mensajero (variación en los niveles de ARNm) 

(Garret y Min-Won, 1973). 

Aunque el crecimiento de Arthrospira maxima se vio afectado significativamente por efecto del primer 

coctel de antibióticos en todos los tratamientos evaluados, los filamentos mantuvieron la capacidad de 

continuar el crecimiento y aumentar la densidad óptica del cultivo. Esto probablemente fue debido a que 

los filamentos de Arthrospira maxima presentan una pared celular de peptidoglicano como las bacterias 

que se pretendieron eliminar del cultivo con el coctel de antibióticos. Arthrospira maxima presenta 6 capas 

de peptidoglicano lo que le confiere una ventaja frente a los antibióticos empleados. 

Los resultados obtenidos muestran que se obtuvo crecimiento de Arthrospira maxima a pesar del uso del 

coctel de antibióticos en distintas dosis y esto resultó con mecanismos de acción combinados lo que 

resultó positivo para logra la reducción de la carga bacteriana. El resultado observado en una electroforesis 

de la extracción de ARN total, alentó la búsqueda de una nueva formulación de un coctel de antibióticos 

que permitiera: (1) la reducción de la carga de bacterias heterotróficas, (2) el aumento de la densidad 

óptica de Arthrospira maxima y que, a su vez, (3) no afectara la cantidad y fidelidad de la cuantificación 

del nivel de genes transcritos en ARNm.  
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4.2.2 Segundo coctel de antibióticos 

Con base en los resultados obtenidos en el ensayo de axenización con el primer coctel de antibióticos, se 

procedió a formular un segundo coctel de antibióticos basados en los resultados obtenidos por Sena et al. 

(2011), quienes diseñaron una estrategia para lograr la axenización de Arthrospira maxima. 

Mediante este nuevo coctel de antibióticos, se demostró la posibilidad de reducir la carga de bacterias 

heterotróficas hasta por 7 días utilizando la dosis media de ampicilina, cefoxitina y penicilina G (ACP) cada 

uno a 112.5 μg ml-1 y también fue posible reducir la carga de bacterias heterotróficas por la misma cantidad 

de tiempo utilizando la dosis baja del coctel de antibióticos (75 μg ml-1) de ACP. 

El número de días que se logró obtener cultivos axénicos de Arthrospira maxima mejoró 1.75 veces con 

respecto a lo obtenido con el primer coctel de antibióticos. El tiempo de mantenerse axénicos los cultivos 

fue mayor a lo obtenido por Sena et al. (2011) al axenizar la cepa Lefevre de Arthrospira maxima con una 

formulación muy similar al coctel 2 del presente estudio y fue mayor a lo obtenido por Tapia-Gallardo 

(2019) al axenizar cultivos de tres especies de Chaetoceros utilizando los mismos antibióticos del segundo 

ensayo de axenización. 

El aumento en la cantidad de días sin carga detectable de bacterias heterotróficas probablemente fue 

debido a la presencia del antibiótico cefoxitina, el cual es un poderoso antibiótico de la familia de los           ß-

lactámicos y esta familia de antibióticos se distingue por el mecanismo de acción de inhibir la síntesis de 

la pared celular de bacterias (Madigan et al., 2003). En adición, Sena et al. (2011), mediante un diseño 

rotatorio compuesto central (CCRD) de 24 factores, encontraron al antibiótico cefoxitina como aquel con 

mayor efectividad. 

En un estudio relacionado con diversas especies de microalgas se encontró que los valores de Fv/Fm varían 

de 0.43 a 0.72 y que esto esta en dependencia de los distintos géneros de las especies: Chlorophyta (0.71) 

> Cryptophyta (0.62) > Bacillariophyta (0.60) > Xantophyceae (0.54) > Pyrrophyta (0.51) (Tan et al., 2019). 

En un estudio realizado con Arthrospira maxima en donde se evaluó el efecto de la adición de distinto 

aportes químico de bicarbonato, se encontraron valores de Fv/Fm en el tratamiento control con 

bicarbonato de sodio de 0.42 a 0.52, mientras que con la adición de borato de sodio, nitrato de sodio y 

sulfato de potasio los valores de Fv/Fm estuvieron en valores de 0.25 a 0.38 (Ananyev et al., 2018).  
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Los resultados obtenidos en este trabajo con Arthrospira maxima muestran una disminución en los valores 

de Fv/Fm con el uso del coctel de antibióticos ACP (Fv/Fm: 0.095 a 0.125) respecto al tratamiento control 

(0.301), y que las distintas concentraciones del coctel ACP causaron estrés en las células de forma similar 

a lo descrito por (Ananyev et al., 2018) al utilizar distintas formas químicas para el sistema de bicarbonatos. 

La presente investigación es la primera en evaluar el nivel de estrés fisiológico del microorganismo 

fotoautótrofo Arthrospira maxima en términos del rendimiento cuántico máximo del PSII (Fv/Fm) cuando 

esta cianobacteria es cultivada con diferentes dosis de un coctel de antibióticos con el objetivo de generar 

un cultivo axénico. 

Debido al estrés fisiológico causado por el segundo coctel de antibióticos, y aunado a que se reporta una 

fase de latencia de 16 días para volver a obtener un crecimiento de Arthrospira maxima óptimo para poder 

extraer cantidades aceptables de ARN utilizando la formulación del segundo coctel (Sena et al., 2011). 

 

4.3 Efecto de la composición espectral de la luz 

4.3.1    Crecimiento y parámetros poblacionales 

El número de fotones en la longitud de onda del color azul o en la longitud de onda del color rojo, que 

pueden ser capturados por una sola molécula de Cl-a en una célula vegetal, depende de la arquitectura 

celular, composición pigmentaria, el arreglo del cloroplasto, o bien, depende también de los tilacoides en 

el caso de las cianobacterias (Schulze et al., 2014). Esta causalidad tuvo efecto en el crecimiento de 

Arthrospira maxima al ser evaluada la luz roja como aquella que produjo un mayor número de filamentos 

y de peso seco.  

En estudios sobre la evaluación del efecto de la composición espectral de la luz en el crecimiento de 

distintas especies de Spirulina y de Arthrospira platensis se ha obtenido que las luces que mejor promueve 

el crecimiento es la luz roja, naranja, verde, o bien, una combinación de luz roja y luz azul. Según la 

literatura, la tendencia de mejor crecimiento originado por la luz roja en como lo reportado en el presente 

estudio, no debería cambiar con altas irradiancias de hasta 3000 µmol m-2 s-1 (Chen et al., 2010; Walter et 

al., 2011: da Fontoura et al., 2018; Lima et al., 2018; Kumar et al., 2021).  
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Se ha demostrado que para Arthospira maxima la luz roja favorece el crecimiento (Park y Dinh, 2019). En 

esta investigación la tasa de crecimiento evaluada en la luz roja (0.535 ± 0.49 divisiones día-1) fue similar a 

la obtenida (0.542 divisiones día-1) por Sang-Hyo et al. (2016) en Spirulina platensis cultivada con luz roja 

a 75 µmol m-2 s-1 con pico máximo espectral a los 660 nm. Sin embargo, la tasa de crecimiento evaluada 

en luz azul (0.326 ± 0.56 divisiones día-1) fue casi el doble de lo reportado (0.192 divisiones día-1) para 

cultivos de Spirulina platensis en luz azul con pico máximo espectral a los 440 nm por Sang-Hyo et al. 

(2016). 

La luz azul con irradiancia de 42.15 µmol m-2 s-1 fue la que mejor estimuló el crecimiento para Spirulina 

fussiformis (Madhyastha y Vatsala, 2007). Lo antes mencionado apoya la idea de que no existe un patrón 

estándar de respuesta a la composición espectral de la luz para todas las especies de cianobacterias o 

inclusive en los miembros del género Arthrospira. 

La especie Arthrospira maxima pertenece a las cianobacterias filamentosas y carece de clorofila b (Ciferri, 

1983), lo que impide que la célula pueda aprovechar la energía de la luz de 420 a 470 nm de longitud de 

onda (Marriott y Blankenship, 2011).  

Los resultados obtenidos con Arthospira maxima en esta investigación muestran que, debido a la falta de 

capacidad para aprovechar eficientemente la energía de la luz de color azul, el tratamiento experimental 

con luz azul fue en el que se presentaron los valores menores de la tasa de crecimiento (0.33 ± 0.01 

divisiones día-1) y con los filamentos de tamaño más cortos (220 ± 127 µm) y con el menor peso seco 

orgánico (355 ± 21.48 µg ml-1). Anteriormente se había mencionado la discordancia en la literatura acerca 

de si el género Arthrospira posee clorofila b o no (Ciferri y Tiboni, 1985; Hynstova et al., 2018), sin embargo, 

nuestros resultados señalan que el crecimiento de Arthrospira maxima fue el menor cuando fue cultivada 

con luz azul (λ: 420-470 nm). Lo anterior confirma que el microorganismo de estudio carece de clorofila b 

puesto que la clorofila b absorbe las longitudes de onda de la luz azul. 

A diferencia de las algas verdes y rojas, las cianobacterias no pueden aprovechar eficientemente la luz azul 

probablemente debido a que muchas especies de cianobacterias perdieron la clorofila b durante el 

proceso evolutivo (Schulze et al., 2014). En contraparte, las algas verdes no pueden aprovechar la luz verde 

y amarilla debido a que perdieron las ficobiliproteínas durante la evolución (Marriot y Blankenship, 2011). 

Otras microalgas como aquellas del género Chlamydomonas que poseen ambas clorofilas (a y b) presentan 

la capacidad de fotoaclimatarse realizando un cambio pigmentario modificando la proporción de clorofila 

a:b cuando Chlamydomonas es cultivada con luz azul (Hess y Tolbert, 1967). 
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En el presente trabajo se encontró que, aunque Arthrospira maxima absorbe la luz azul, esta cianobacteria 

utiliza la luz azul menos eficientemente para realizar el proceso fotosintético comparativamente con la luz 

verde, roja o blanca. Una posible explicación para este proceso es que la luz azul no es absorbida por los 

ficobilisomas, como ocurre en la cianobacteria unicelular Synechosystis sp. PCC 6803, y, por lo tanto, causa 

una excitación deficiente del fotosistema ll (PSII) (Luimstra et al., 2020). 

Luimstra et al. (2020) encontraron que al cultivar a Synechocystys sp. PCC 6803 (una cianobacteria 

unicelualar que presenta ficobilisomas al igual que Arthrospira maxima) con luz azul presentó una 

sobreexpresión de los genes del PSII, lo que mejoró la distribución de la excitación energética entre el PSII 

y el PSI. Inclusive, la baja tasa de crecimiento indicó que la sobreexpresión de los genes del PSII fue 

insuficiente para restaurar por completo el flujo fotosintético lineal de electrones. En contraparte, varios 

genes ribosomales y otros genes envueltos en la producción de proteínas fueron temporalmente 

subexpresados cuando la cianobacteria fue cultivada con luz azul.  

 

4.3.2 Composición proximal 

La composición proximal de Arthrospira maxima mantenida con luz de diferente composición espectral 

presentó diferencias significativas entre tratamientos, lo anterior indica que es posible manipular la 

composición de las células de Arthrospira maxima mediante la manipulación del espectro de la luz de los 

cultivos. 

 

El contenido de lípidos evaluado para Arthrospira maxima en esta investigación mostró la siguiente 

proporción por tipo de luz:  blanca (13.41%) > verde (12.06%) > azul (10.72%) > roja (8.63%). Los valores 

encontrados corresponden a valores similares a los obtenidos para Spirulina platensis al ser mantenida en 

cultivos con un gradiente de irradiancia de lámparas fluorescentes de luz blanca (170 a 870 µmol m-2 s-1) y 

temperatura de 25 a 38 °C (Tedesco y Duerr, 1989). El contenido de lípidos en los cultivos de Spirulina sp. 

fue modificado por efecto de la distinta composición espectral de luz, del fotoperiodo (12:12 luz:oscuridad) 

y de la irradiancia (500 a 3200 µmol m-2 s-1), resultando en valores mayores en luz verde (10.45 a 13.24%), 

respecto a lo obtenido en luz roja (10.45-12.19%) y luz azul (10.45-11.92%) (da Fontoura et al., 2018). Los 

resultados obtenidos en esta investigación con Arthospira maxima resultaron similares a los descritos por 
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da Fontoura et al. (2018) para luz verde y azul, pero es muy importante destacar que en la investigación 

antes mencionada la irradiancia utilizada fue entre 1000 a 6400 veces menor que la utilizada en el presente 

trabajo con Arthrospira maxima (50 µmol m-2 s-1). Se ha descrito que diferentes especies de cianobacterias 

filamentosas como Oscillatoria sp. pueden modificar la producción de lípidos por efecto de la magnitud de 

la irradiancia y de la composición espectral de la luz (Sharmila et al., 2018). El mayor contenido de lípidos 

en Arthrospira maxima cultivada con luz verde (12%) puede ser explicado por el aumento en la actividad 

enzimática de la anhidrasa carbónica y de la ribulosa bifosfato carboxilasa / oxigenasa (RuBisCO). Estas 

enzimas tienen un papel relevante en la regulación del ciclo del carbono en microalgas y presentan una 

tendencia dependiente del espectro de luz incidente (Eskins et al., 1991). Futuros análisis de expresión de 

genes pueden contribuir a validar la relación entre el nivel de ARNm’s de RuBisCO y la cantidad de lípidos 

en Arthrospira maxima. 

Los valores del contenido de carbohidratos evaluados en los cultivos de Arthrospira maxima mostró la 

siguiente proporción por tipo de luz: luz roja (25.97%) > blanca (15.67%), verde (12.92%) y azul (10.36%), 

se encontró que los valores obtenidos para la luz roja y blanca fueron mayores de lo obtenido por Oliveira 

et al. (1999) (11.68% ± 0.81) y por Mexia-Bernal (2011) (12%).  

Markou (2014) evaluó que la luz azul produjo un mayor contenido de carbohidratos (11.3%) en Spirulina 

platensis. Sin embargo, en esta investigación se encontró que Arthrospira maxima cultivada con luz roja 

fue la condición experimental que produjo el mayor contenido de carbohidratos (25.97%) que fue más del 

doble encontrado por Markou (2014).   

El menor contenido de carbohidratos obtenido en esta investigación con Arthrospira maxima expuesta a 

luz azul, puede ser debido a que la luz azul es responsable de la promoción de la actividad de enzimas 

respiratorias en plantas y en microalgas (Ruyters, 1984). Por lo anterior, con la luz azul se promueve un 

incremento en la concentración y actividad de estas enzimas respiratorias en forma proporcional a la tasa 

de catabolismo de carbohidratos, por lo tanto, lo anterior se produce a una reducción del contenido de 

carbohidratos. 

El mayor contenido de carbohidratos en los cultivos de Arthrospira maxima fue evaluado con luz roja 

(25.97%) y estos valores pueden estar asociados con la mayor producción de ficocianina (7.63 µg ml-1) 

evaluada en los cultivos mantenidos con este tipo de luz. Tardu et al. (2016) encontraron mediante la 

técnica RNA-seq que en algas rojas (algas que presentan ficobiliproteínas como las cianobacterias), los 

espectros de luz azul y roja promueven la mayor expresión diferencial del metabolismo de carbohidratos, 
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resultando en 42 genes que presentaron una variación significativa en su nivel de expresión. Lo anterior 

muestra que existe un mecanismo molecular de adaptación en el cambio de la composición proximal de 

Arhtrospira maxima cuando ésta es expuesta a luces de diferente composición espectral.  

El contenido de proteínas evaluadas en los cultivos de Arthrospira maxima mostró la siguiente proporción 

por tipo de luz: verde 64.27%, blanca 63.32%, azul 60.20% > roja 44.29%, estos valores fueron menores 

que lo obtenido por Oliveira et al. (1999) (68.01 ± 4.35%) al cultivar Spirulina maxima a 25 °C en luz blanca 

fluorescente con irradiancia de 180 µmol m-2 s-1. Sin embargo, la concentración obtenida de proteínas en 

la luz verde fue mayor que lo obtenido por da Fontoura et al. (2018) (61.79 ± 1.9%) al cultivar Spirulina sp. 

con 12 h luz verde fluorescente y 12 h luz verde LED a una irradiancia de 500 a 3200 µmol m-2 s-1. Los 

valores encontrados para Arthrospira maxima en esta investigación con luz blanca (63.32%) y luz azul 

(60.20) resultaron similares a los obtenidos por Mexia-Bernal (2011) (60.73%) al cultivar Spirulina maxima 

con luz blanca fluorescente a la misma irradiancia (50 µmol m-2 s-1) con medio “f” en agua de mar.  

A diferencia del efecto de la composición espectral de la luz en el contenido de carbohidratos y lípidos, las 

variaciones en el contenido de proteínas fueron mucho más especie-específicas. Debido a que inclusive 

dentro de las cianobacterias las proteínas captadoras de luz, las ficobiliproteínas pueden variar en su 

número, distribución y estructura molecular (Green, 2019). 

En cultivos de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 al exponerla con luz azul, se presentó un efecto 

supresor en varios genes ribosomales y otros genes relacionados con la síntesis de proteínas, resultando 

en un bajo contenido de proteínas. De manera contrastante, Markou (2014) y da Fontoura et al. (2020) 

obtuvieron la mayor producción de proteínas al cultivar con luz roja las cianobacterias Arthrospira 

platensis y Spirulina sp. LEB 18 en cultivos expuestos en altos valores de irradiancia (500 a 3200 µmol m-2 

s-1). 

El efecto de la luz azul en los cultivos de cianobacteria Cyanobium sp. no presentó efecto promotor de 

síntesis de proteínas, aunque los cambios en la cantidad de ficocianina sugirieron que el contenido de 

proteínas presentó una mayor proporción (Pagels et al., 2020). Los resultados mencionados resultan 

similares a lo evaluado con Arthrospira maxima en la presente investigación, ya que la luz azul promovió 

bajos valores de proteínas (60.20%) respecto a lo obtenido en los cultivos con luz verde (64.27%) o blanca 

(63.32%) y también se encontró un alto contenido de ficacioanina en luz azul (6.69 µg ml-1). 
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De acuerdo con Schulze et al. (2014) las cianobacterias usan principalmente la clorofila a (430 – 680 nm) y 

las ficobiliproteínas (550 – 620 nm) para la captura de la energía de la luz. Por lo anterior, los espectros de 

luz en los intervalos del rojo y verde pudiesen ser mejor aprovechadas y podrían favorecer la producción 

de biomasa y síntesis de proteínas como se encontró en este estudio para la luz verde (64.27%), blanca 

(63.32) y azul (60.20%), respecto a lo obtenido con luz roja (44.29%).  

El efecto de la composición espectral de la luz y composición proximal de Arthrospira máxima queda 

definido como un proceso complejo, el cual puede no estar enteramente relacionado a la ruta 

fotosintética. Sin embargo, dicho efecto puede estimular cambios en los fotorreceptores y en otros 

procesos celulares como la activación de enzimas o bien, la transcripción de genes. Nuestros resultados 

muestran que al usar ciertos intervalos del espectro de luz para cultivar Arthrospira máxima, se producen 

cambios en la composición proximal que puede ser utilizados para modificar la calidad de la biomasa según 

los requerimientos en la industria acuícola, nutracéutica o cosmecéutica. 

 

4.3.2 Pigmentos y fotosíntesis 

Las cianobacterias carecen de clorofila b en su gran mayoría, por lo que utilizan para la absorción de la luz 

a la clorofila a y otros pigmentos accesorios. La clorofila a presenta una curva bimodal con dos picos 

máximos de absorción a 430 y 680 nm de longitud de onda. Las cianobacterias también cuentan con un 

complejo encargado de cosechar la luz llamado ficobilisoma formado por la proteína ficoeritrina con pico 

máximo de absorción a 550 nm, la proteína aloficocianina con pico máximo de absorción a 660 nm y la 

proteína ficocianina con pico máximo de absorción a 620 nm. La integración de la absorción 

electromagnética de cada pigmento primario y secundario contenido en cada filamento, confiere la 

habilidad a Arthrospira maxima de utilizar la energía de la luz en el espectro roja, amarilla y verde (Schulze 

et al., 2014). 

Los valores más altos en el contenido de clorofila a para Arthrospira maxima obtenidos en este estudio 

fueron con luz blanca (0.95 µg ml-1) > azul (0.37 µg ml-1) y verde (0.23 µg ml-1) > roja (0.18 µg ml-1). Estos 

resultados contrastan de lo obtenido por Park y Dinh (2019) para la misma especie, ya que ellos evaluaron 

la mayor concentración de clorofila a en Arthrospira maxima al cultivarla con luz verde cultivada en un 

gradiente de irradiancia (5, 10, 30, 60 y 120 µmol m-2 s-1).  
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Markou (2014) obtuvo la mayor concentración de clorofila a en Arthrospira platensis al cultivarla con luz 

azul en fotobiorreactores a 30 °C y con una irradiancia de 9 klux. En la presente investigación se encontró 

que la luz roja presentó la menor concentración de clorofila a, en otras investigaciones se ha encontrado 

que para Arthospira platensis la luz de color anaranjada incrementa la producción de clorofila a y 

carotenoides respecto a lo obtenido con luz color blanco (Kumar et al., 2021). Sin embargo, se ha evaluado 

que en Arthrospira platensis una combinación de 80% de luz roja y 20% de luz azul mantenidas con una 

irradiancia de 100 µmol m-2 s-1 favorece la producción de clorofila a (Lima et al., 2018).   

En esta investigación se encontró la producción más elevada de ficocianina (7.63  µg ml-1) en Arthrospira 

maxima al ser cultivada con luz roja. Este incremento en este tipo de luz se debió, posiblemente, a que la 

ficocianina absorbe la energía lumínica en longitudes de onda cercanas al rojo y teniendo como pico de 

absorción los 640 nm, como se ha descrito por Kannaujiya et al. (2020).  

Para Spirulina platensis cultivada con luz roja o luz rojo lejano se observó un incremento en la 

concentración de ficocianina (Swarc et al., 2020). Otros autores mencionan que al mantener cultivos de 

Arthrospira maxima con luz azul se produce un aumento en la producción de ficocianina (Park y Dinh, 

2019). Sin embargo, otros mencionan que para Spirulina sp. en cultivos con luz verde (12 h a 3200 µmol 

m-2 s-1 con 6 h a 500 µmol m-2 s-1 y 6 h de oscuridad) y a 30 °C se incrementó la cantidad de ficocianina (da 

Fontoura et al., 2018). 

Existen investigaciones en donde se han evaluado los cambios inducidos por la luz de diferentes 

composición espectral (azul, verde, amarillo, anaranjado y rojo) respecto a la cantidad de ficocianina y la 

composición bioquímica de distintas especies del género Arthrospira. Sin embargo, con fines de 

investigación fotobiológica, son pocos los estudios que presentan los espectrogramas o los parámetros 

espectrales principales en la que fueron cultivadas las diferentes cepas del género Arthrospira (Park y Dinh, 

2019; Al-Saman et al., 2020; Kumar et al., 2021).  

Para los cultivos de Arthorspira maxima mantenidos con luz blanca en esta investigación, se encontró que 

la concentración de ficocianina evaluada (7.73 ± 2.53 mg ml-1) fue 38 veces mayor, respecto a lo obtenido 

para Spirulina platensis (0.178 y 0.209 mg ml-1) en cultivos con luz banca, esto es debido a la posición del 

máximo valor de irradiancia de la luz roja con la que fue irradiada Spirulina platensis y que corresponde 

con un máximo de irradiancia en  660 nm de longitud de onda (Sang-Hyo et al., 2016). Se conoce que el 

pigmento principal de las cianobacterias del género Arthrospira es la ficocinaina y ésta tiene un máximo 

de absorción a los 640 nm de longitud de onda (Kannaujiya et al., 2020). En el presente estudio se 
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emplearon lámparas rojas (Industrial F40T12/R), con el máximo de irradiancia en los 639 nm de longitud 

de onda, encontrando que el máximo valor de ficocianina fue medido en el tratamiento con luz roja, por 

lo que una herramienta útil para modular el contenido de ficocianina puede resultar por la 

correspondencia del pico de absorción del pigmento principal (ficocianina) y del pico de transmitancia de 

la fuente de luz (luz roja).  

Con el propósito de maximizar la eficiencia fotosintética, todos los fotones emitidos por una fuente de luz 

deben ser capturados por el aparato fotosintético microalgal. Existe una estrategia para alcanzar un alto 

nivel de utilización de la luz, esta estrategia es el completo emparejamiento espectral de una fuente de luz 

al espectro de los pigmentos fotosintéticamente activos (Zeinalov y Maslenkova, 2000). Por lo anterior, la 

determinación del espectro fotosintéticamente activo (PAR) para grupos taxonómicos específicos, puede 

ayudar a estimar la calidad de luz requerida por una especie perteneciente a determinado taxón para 

inducir cambios específicos en la síntesis de pigmentos. 

Otra evidencia de este patrón de relación entre la posición del máximo de irradiancia emitido por cada 

lámpara y la fotoestimulación para producir una mejora en el desempeño biológico, se encuentra en el 

trabajo de Kumar et al. (2021). Estos autores presentan los espectrogramas de las condiciones 

experimentales de luz empleadas y la condición de luz que promovió la mayor de producción de biomasa 

fue el tratamiento con luz color naranja filtrada mediante hojas traslúcidas de polivinil. Los principales 

pigmentos de las células de Arthrospira, las ficobiliproteínas, absorben la luz en longitudes en un rango 

espectral amplio de 500 a 650 nm y que corresponden al intervalo de las longitudes de onda de la luz 

utilizada (Park y Dinh, 2019). La luz filtrada color anaranjado aporta más energía en la posición de las 

longitudes de onda del color verde, lo cual permite abastecer de energía que es fácilmente aprovechable 

por el ficobilisoma en vez de sólo abastecer una fracción del rango espectral que pueden absorber las 

cianobacterias del género Arthrospira y de esta forma toda la energía filtrada en los rangos espectrales 

específicos es aprovechada por el ficobilisoma y se traduce en una mayor producción de biomasa.  

Park y Dinh (2019) demostraron que la luz filtrada es una factibilidad económicamente viable y un método 

práctico de aplicar luz de baja intensidad en un espectro específico de luz en cultivos microalgales a gran 

escala, esto permite a las células enriquecerse en compuestos de alto valor agregado programando el 

metabolismo microalgal desde la fuente de luz. El uso de luz filtrada es una técnica ampliamente 

recomendada para implementar cultivos microalgales en escala industrial (Patelou et al., 2020). 
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Los valores de la máxima producción fotoquímica (Fv/Fm) de Arthrospira maxima evaluados en esta 

investigación (0.26 a 0.33), resultaron en valores similares o menores a los obtenidos por Park y Dinh 

(2019) para la misma especie en cultivos mantenidos con un gradiente de irradiancia (5, 10, 30, 60 y 120 

µmol m-2 s-1) de luz azul (0.44 a 0.54), luz verde (0.28 a 0.43), roja (0.28 a 0.40) y blanca (0.25 a 0.39) a 25 

°C, salinidad de 20 y ciclo luz oscuridad de 12:12. 

Las curvas rápidas de luz generadas a partir de la relación de la tasa de transporte de electrones (ETR) con 

la radiación fotosintéticamente activa, mostraron que con la radiación máxima evaluada (1500 µmol m-2 

s-1) no fue lo suficientemente elevada como para causar fotoinhibición del fotosistema II.  Esta ausencia 

de inhibición en las curvas rápidas de luz era esperada, debido a que previamente se ha descrito que 

Arthrospira maxima puede tolerar valores de 2000 µmol m-2 s-1 (Park y Dinh, 2019). 

Sang-Hyo et al. (2016) recomiendan para futuras investigaciones con Arthrospira maxima evaluar el efecto 

de suplementar luz con diferentes longitudes de onda simultáneamente, ya que con Arthrospira platensis 

se obtuvo un incremento en la tasa de crecimiento y en la producción de ficocianina. Al considerar los 

resultados obtenidos en esta investigación con Arthrospira maxima, se propone evaluar el efecto en la luz 

verde y roja provistas de forma simultánea respecto a la cantidad de ficocianina y proteínas. 

Un punto importante para considerar en los estudios de relacionados con la composición espectral de la 

luz es que debe considerarse el nivel de la irradiancia utilizada, ya que diversos trabajos (Olaizola y Duerr, 

1990; Sang-Hyo et al., 2016; Park y Dinh, 2019) encuentran desviación de rutas metabólicas de síntesis por 

el efecto combinado de la composición espectral y de la irradiancia. 

El metabolismo de Arthrospira maxima es compensatorio, es decir, cuando esta microalga es mantenida 

con diferente composición espectral de la luz, se promueve la síntesis de metabolitos específicos a 

expensas de la biosíntesis de otros (Figura 27). Por lo que no podría ser posible que Arthrospira maxima 

en uno de los tratamientos se promueva la producción de proteínas, de carbohidratos y también de lípidos. 
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Figura 28. Cambios inducidos por efecto de la composición espectral de la luz en las principales rutas metabólicas del 
Carbono en Arthrospira maxima. El círculo azul (   ) corresponde al tratamiento con luz azul, el círculo verde (   ) 
corresponde a luz verde, el círculo rojo (   ) corresponde a luz roja y el círculo blanco (   ) corresponde a luz blanca. 
Análisis de varianza de una vía (ANOVA) α=0.05 y prueba a posteriori de Tukey HSD.  Las letras dentro de los círculos 
indican las diferencias significativas entre los diferentes tratamientos a>b>c>d. Abreviaciones: CO2: dióxido de 
Carbono, ETRmax: máxima tasas de transporte de electrones, Ik: Irradiancia de saturación, Fv/Fm: máximo 
rendimiento cuántico fotoquímico del fotosistema II, rbcL: Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa, GOGAT: Glutamato 
sintasa, PcA: Subunidad Alfa de ficocianina. Figura modificada de Sánchez-Saavedra y Voltolina (1994).  
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4.4 Estandarización de análisis de expresión génica 

La validación y reproducibilidad de los estudios de expresión génica dependen en gran medida de la 

cantidad y calidad del ARN extraído y el grado de contaminación por ADN genómico. Las cianobacterias 

presentan desafíos particulares en el aislamiento de ácidos nucleicos debido a que poseen una gran 

diversidad de metabolitos secundarios (Dittman et al., 2001), estos metabolitos secundarios como 

exopolisacáridos, policétidos y alcaloides que pueden perjudicar la extracción y la purificación de ácidos 

nucléicos (Tillet y Neilan, 2000). 

Los cambios en la expresión de los genes tienen un papel crítico en la habilidad que tienen las 

cianobacterias de adaptarse a los cambios ambientales. Los cambios inducidos por el efecto de la 

composición espectral de la luz pueden medirse a nivel transcriptómico y para ello es necesario realizar 

una correcta estandarización de los procedimientos. 

Después de realizar varias búsquedas de literatura especializada en la expresión génica de microalgas se 

encontró que existe una falta de información de los pasos clave necesarios para la realización de un 

correcto estudio del perfil transcriptómico independientemente de la técnica; ya sea por PCR cuantitativa, 

en tiempo real qPCR (Heid et al., 1996), o bien, por secuenciación del repertorio completo de transcritos 

RNA-Seq (Wang et al., 2009).  En la presente investigación se abordó la estandarización par la correcta 

evaluación del nivel de expresión génica de 7 diferentes genes (HSP90, rbcL, GOGAT, FeSOD, PcA, dnaK, 

fabZ), y un octavo gen utilizado como gen de referencia (16S ARNr) en Arthrospira maxima mediante la 

técnica qPCR. 

 

4.4.1 Toma de muestra 

En primera instancia, para realizar un análisis de expresión de genes en cianobacterias se debe considerar 

la toma de muestra. Esta parte es importante porque una buena provisión de la cantidad de muestra 

necesaria ayudará a evitar problemas de bajo rendimiento en la extracción de ácidos en general, y más 

específicamente, de cantidad de ARN total extraído. La provisión de la cantidad de muestra también 

ayudará a calcular cuantos genes será posible evaluar, ayudará también en la estandarización de cada uno 

de los cebadores (oligonucleótidos) necesarios para cada uno de los genes a evaluar y por último ayudará 

a realizar las curvas de eficiencia la cual debe contemplar ARN de cada tratamiento experimental. 
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Para evitar problemas de bajos rendimientos de ARN, Byung-Hyuk et al. (2006) proponen que la toma de 

muestra se de 3 ml del cultivo de la microalga de interés, pero de un cultivo de 2 semanas de edad. En la 

presente investigación se utilizaron 5 ml de cultivo de Arthrospira maxima en fase exponencial de un 

cultivo de 5 días lo cual fue negativo para el rendimiento de la extracción de ARN por lo que se recomienda 

que la muestra para realizar extracciones de ARN de A. maxima cultivada a 23 ° C sea de no menos de 15 

días. 

 

4.4.2 Extracción 

Se han propuesto varios métodos para la extracción y purificación del ARN de células de cianobacterias, 

los cuales pueden ser elegidos acorde al sistema (o protocolo) elegido para romper las células. Estos son 

lisis celular mecánica, mediante agitación con perlas (Cardinali et al., 2000), lisis enzimática de la pared 

celular (Varma y Kwon-Chung, 1991) y la permeabilización usando agentes caotrópicos (Holm et al., 1986). 

Aunado a esto, los métodos tradicionales para la extracción de ácidos nucleicos de cianobacterias 

requieren grandes cantidades de células debido a los bajos rendimientos (Nakajima et al., 2000). En 

relación a los resultados obtenidos se puede confirmar que el método de lisis celular y extracción de ARN 

es adecuado puesto que se obtuvieron resultados favorables en la estandarización de la extracción 

(resultados no publicados) sin embargo, las muestras para la extracción de ARN fueron de cultivos de A. 

maxima con muy baja densidad celular lo que afectó en el rendimiento de extracción.  

El bajo rendimiento obtenido en las extracciones de ARN fue debido a la fase de crecimiento del cultivo 

puesto que aunque se utilizó el mismo volumen que en la estandarización de la extracción de ARN, el 

cultivo de las muestras experimentales tenía 5 días de crecimiento mientras que el cultivo de las muestras 

empleadas para la estandarización de la extracción de ARN tenían 28 días, lo que se traduce en una baja 

homogeneidad en los rendimientos de extracción de ARN. 

 

4.4.3 Purificación 

Las cianobacterias presentan una importante cantidad de polisacáridos que interfieren en la lisis celular y 

en la purificación de ácidos, mientras que son ricas en nucleasas e inhibidores de reacciones enzimáticas 
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(Wilkins y Smart, 1996). Lopes-Pinto et al. (2009) realizaron un estudio empleando diferentes métodos de 

extracción de ARN de cianobacterias donde encontraron que las variaciones a los protocolos de extracción, 

incluso manteniendo la misma química, tenían un impacto en la calidad y cantidad de ARN obtenido. 

También encontraron que se puede sustituir la maceración mediante agitación con perlas con 

calentamiento. Lo anterior es factible e incluso preferible debido a que el nivel de contaminación fue 

menor y el método no requiere de un homogeneizador costoso. En el presente estudio la maceración se 

realizó mediante un equipo FastPrep-24 5G MP Biomedicals utilizando perlas de zirconia de diámetro < 1 

mm. La limpieza del ARN se realizó mediante el uso de la enzima ADNasa utilizando las instrucciones del 

fabricante, sin embargo, esto no dio buen resultado eliminando todas las moléculas de ADN remanentes 

en las extracciones de ARN debido a que posterior a la limpieza fue posible amplificar fragmentos de ADN 

mediante PCR de punto final.  

Se sugiere tener especial cuidado a la hora de realizar este procedimiento debido a que existe un paso que 

es crucial en toda la metodología, este es la recuperación de todo el alcohol sin remover la pastilla de 

ácidos nucléicos al fondo del microtubo. Se recomienda practicar este paso las veces necesarias. 

 

4.4.4 Amplificación 

Actualmente se conoce bien la composición bioquímica de Arthrospira maxima (Alano-Ragaza et al., 2020). 

Sin embargo, los genes que codifican para las enzimas clave y otras proteínas funcionales que están 

involucradas en varias rutas metabólicas se encuentran muy poco estudiadas, excluyendo la ficocianina y 

algunos otros pocos genes p.ej. genes de proteínas involucradas con la respuesta antioxidante como: 

Transglutaminasa, Disulfuro reductasa de tiorredoxina, Peroxiredoxina, Glutatión exidorreductasa, 

Superóxido dismutasa (Kumaresan et al., 2018); genes de proteínas involucradas en la fotosíntesis y 

fijación del carbono como: RuBisCO, Ficocianina (subunidad alfa y beta), Proteínas estructurales del núcleo 

del ficobilisoma, polipéptidos de unión al ficobilisoma (Kamath-Makund et al., 2016); genes de proteínas 

involucradas en la producción de ácidos grasos poliinsaturados como: Delta desaturasas de ácido graso 

(desC y desD), (3R)-hidroximiristoilo- [proteína-transportadora-de acilo]-deshidratasa (fabZ) (Los et al., 

1997; Jeamton et al., 2008); genes de proteínas involucradas en la fosforilación oxidativa como: 

transportadoras de ATPasa (subunidades beta y delta) (Wang et al., 2013) y un único gen de la proteína 

clave para el metabolismo del nitrógeno en A. maxima: Glutamato sintasa (GOGAT) (Ismaiel y Piercey-
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Normore, 2020). Este es el primer reporte que utiliza 8 diferentes genes para evaluar la presencia de genes 

clave de las principales rutas metabólicas de Arthrospira maxima.  

Las amplificaciones de los genes objetivo se lograron con éxito, sin embargo, no fue posible medir el nivel 

de expresión debido principalmente a dos factores. El primero de ellos es que no fue posible extraer una 

cantidad suficiente de ARN, aunque esto no es atribuido al kit de extracción de ARN empleado porque 

también fue utilizado en la estandarización de la extracción de ARN y se obtuvo una gran cantidad de ARN. 

El segundo factor que impidió evaluar el nivel de expresión de transcritos fue el hecho de que no se logró 

una correcta eliminación de ADN y posterior purificación del ARN. 

 

4.4.5 Genes de referencia 

El gen de referencia (16S) también presentó amplificación, la peculiaridad de este gen a comparación de 

los otros genes es que se obtuvo un valor de Cq mucho menor (entre 4 y 7 ciclos) al de los genes 

experimentales. Esto sucede porque es un gen ribosomal y se encuentra en mayor abundancia en 

comparación del resto de los genes. Por lo que se sugiere investigar otros genes de referencia con valores 

menores de Cq para la cuantificación de los niveles de expresión génica de esta especie. 

Se sabe que el nivel de expresión de los genes que han sido empleados como genes de referencia no 

siempre tienen un nivel estable dentro de todas las condiciones experimentales evaluadas (Pinto et al., 

2012), es por eso que con el desarrollo y mejoramiento de la técnica de qPCR se han propuesto ecuaciones 

y metodologías para poder considerar esta variación que presentan los genes de referencia que consisten 

en la inclusión de más genes de carácter constitutivo para que en conjunto, se pueda utilizar un set de dos 

o más genes de referencia (Livak y Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001; Hellemans et al., 2007). A pesar del 

hecho de que las investigaciones de expresión génica en metazoarios y en humanos han dirigido sus 

protocolos hacia una perspectiva más holística en la estrategia empleada con los genes de referencia, las 

investigaciones con microalgas y cianobacterias aun siguen empleando un único gen de referencia para 

evaluar el nivel de expresión de lo genes de los microorganismos fotosintetizadores (Jeamton et al., 2008; 

Wang et al., 2013; Ismaiel y Piercey-Normore, 2020).  
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Capítulo 5. Conclusiones  

• Se pudo reducir a valores indetectables la carga de bacterias heterotróficas de los cultivos de 

Arthrospira maxima por 7 días con los tratamientos de dosis alta, media y baja del coctel 2 de 

antibióticos (cefoxitina, penicilina G y ampicilina) y cuando es cultivada en tubos de 10 ml e 

irradiada con 50 µmol m-2 s-1 de luz blanca fluorescente. 

• Debido a los efectos negativos de los antibióticos no se considera adecuado utilizarlos en A. 

maxima para evaluar el nivel de expresión de transcritos. 

• Es posible modular la composición proximal de Arthrospira maxima cuando se cultiva con 

diferente composición espectral de la luz. 

• Los cultivos expuestos a la luz roja incrementaron el crecimiento de Arthrospira maxima (0.51 

divisiones día-1), mientras que el menor crecimiento fue evaluado en los cultivos expuestos a la luz 

azul (0.33 divisiones día-1). 

• El mayor contenido de clorofila a fue en los cultivos mantenidos con luz azul (0.94 µg ml-1), 

mientras que los menores valores se obtuvieron en los cultivos mantenidos con luz roja (0.188 µg 

ml-1). 

• La mayor cantidad de ficocianina se evaluó en los cultivos expuestos con luz roja (7.63 µg ml-1) y 

los menores valores con luz verde (5.41 µg ml-1) y luz blanca (5.81 µg ml-1). 

• La mayor producción de proteínas (64.27 ± 2.44%) se obtuvo con la luz verde, la mayor producción 

de carbohidratos con la luz roja (44.29 ± 4.98%) y la mayor producción de lípidos con la luz blanca 

(13.41 ± 0.81%). 

• El mayor valor de la máxima eficiencia cuántica (Fv/Fm) fue obtenido en el tratamiento con la luz 

azul (0.33). 

• Cultivar Arthrospira maxima con luz de diferente composición espectral induce cambios en el 

metabolismo, lo cual conlleva a presentar cambios en el crecimiento, peso seco, fotosíntesis y 

composición proximal. 
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• Amplificar un grupo de siete genes de proteínas y enzimas específicas del metabolismo de 

Arthrospira maxima son una herramienta útil para evaluar los cambios moleculares inducidos por 

el efecto de la composición espectral de la luz. 
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Capítulo 6. Recomendaciones  

1. Se recomienda evaluar el efecto de la composición espectral de la luz en Arthrospira maxima 

cuando ésta es cultivada en la temperatura óptima de crecimiento (35 °C). 

2. Se recomienda realizar un experimento donde se pueda cultivar Arthrospira maxima por un 

periodo aproximado de 7 días con luz roja, ya que fue la luz que fotoestimuló mejor el crecimiento 

y posteriormente irradiar el cultivo con luz roja o bien, una combinación de luz roja y luz azul para 

producir ficocianina. 

3. Se recomienda continuar con la evaluación del nivel de expresión de los transcritos de los genes 

propuestos en el presente estudio dado que son una buena selección para evaluar las rutas 

metabólicas más importantes de Arthrospira maxima sin la necesidad de utilizar tecnologías de 

secuenciación masiva. 

4. Normalizar el valor de cuantificación (Cq) entre el gen de referencia y los genes objetivo, puesto 

que una gran diferencia entre los Cq’s del gen de referencia y los genes objetivo pueden causar un 

sesgo en la cuantificación de la expresión de los genes. 

5. Se recomienda evaluar el perfil completo de transcritos (ARNm) mediante la técnica de RNA-Seq 
con tecnología de secuenciación masiva para elucidar los genes que son más promovidos y los 
genes que son más suprimidos cuando Arthrospira maxima es irradiada con diferentes 
composiciones espectrales de luz. 
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Anexos 
 
Tabla 7. Registro fotográfico del efecto de las diferentes dosis del ensayo de axenización empleando el primer coctel 
de antibióticos. 

Tratamiento Réplica - 1 Réplica - 2 Réplica – 3 

Control 

   

Dosis Alta 

   

Dosis 
Media 

   

Dosis Baja 
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Tabla 8. Composición de medio de cultivo para Spirulina platensis (Aiba and Ogawa 1977, Schlösser 1994) Andersen, 
2005. 

Componente 
(g L-1 dH2O) Solución Stock Cantidad usada Concentración en el 

medio final (M) 
    

Solución I 500 ml - - 
NaHCO3 - 13.61 g 1.62 x 10-1 
Na2CO3 - 04.03 g 3.80 x 10-2 
K2HPO4 - 00.50 g 2.87 x 10-3 

    
Solución II 500 ml - - 

NaNO3 - 2.50 g 2.94 x 10-2 
K2SO4 - 1.00 g 5.74 x 10-3 
NaCl - 1.00 g 1.71 x 10-2 

MgSO4 * 7 H2O - 0.20 g 8.11 x 10-4 
CaCl * 2H2O - 0.04 g 2.72 x 10-4 

FeSO4 * 7H2O - 0.01 g 3.60 x 10-5 
Na2EDTA * 2H2O - 0.08 g 2.15 x 10-4 

Sol. de metales traza (ver receta contigua) 1.0 ml - 
Sol. de vitaminas (ver receta contigua) 1.0 ml - 

 
 

Tabla 9. Solución de metales traza 

Componente I° Solución Stock 
(g L-1 dH2O) 

Cantidad usada en el 
medio (M) Concentración final 

    
Na2EDTA * 2H2O - 0.8 g 2.15 x 10-6 

FeSO4 * 7H2O - 0.7 g 2.52 x 10-6 
ZnSO4 * 7H2O 01.0 1 mL 3.48 x 10-9 
MnSO4 * 7H2O 02.0 1 mL 8.97 x 10-9 

H3BO3 10.0 1 mL 1.62 x 10-7 
Co(NO3)2 * 6H2O 01.0 1 mL 3.44 x 10-9 
NaMoO4 * 2H2O 01.0 1 mL 4.13 x 10-9 

CuSO4 * 5H2O 0.005 1 mL 2.00 x 10-11 
 
 

Tabla 10. Solución de vitaminas 

Componente I° Solución Stock 
(g L-1 dH2O) Cantidad usada Concentración en el 

medio final (M) 
Cianocobalamina 

(vitamina B12) - 5 mg 3.69 x 10-9 

 


