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Efecto del aumento de CO2 en la composición bioquímica, fotosíntesis y respuesta del transcriptoma 
de un cultivo de Chaetoceros sp. y su posible impacto en la calidad nutricional 

 
Resumen aprobado por: 
 
 
 

Dra. M. del Pilar Sánchez Saavedra 
Codirectora de tesis 

 Dr. Armando Mendoza Flores 
Codirector de tesis 

 

Las emisiones de CO2 antropogénico son absorbidas en un 28% por el océano, lo que incrementa la 
concentración de pCO2 en el agua y reduce el pH (acidificación del océano), debido a esto, las diatomeas 
son afectadas en su abundancia, composición y, en consecuencia, el flujo de nutrientes en la red trófica. 
Debido a que los efectos del aumento de CO2 son específicos para cada especie de diatomea, las 
investigaciones que describen el efecto la acidificación sobre diatomeas locales de importancia económica 
y ecológica respecto a la calidad nutricional son necesarias. El presente trabajo evaluó la respuesta de 
Chaetoceros sp. en cultivos con aumento de CO2 (pH 7.8, CA), en comparación con un cultivo control sin 
adición de CO2 (CC). Cada tratamiento contó con tres repeticiones y se evaluaron las variables fisiológicas: 
crecimiento, composición proximal, perfil de ácidos grasos y fotosíntesis. Los datos se analizaron 
estadísticamente con la prueba ANCOVA y prueba t con un 95% de confianza. Además, se realizó el análisis 
del transcriptoma de cada tratamiento por secuenciación RNA-Seq de Ilumina y análisis bioinformáticos 
para complementar las respuestas de las variables obtenidas. En condiciones de CA, Chaetoceros sp. 
aumentó su tasa de crecimiento y densidad celular, acompañadas de la reducción del peso por célula (pg 
cel-1) y en la capacidad fotosintética. Por otro lado, la calidad nutricional de las células se conservó ya que 
no existió cambio en la concentración de proteínas, además de que se registró un aumento en el 
porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs). De acuerdo con el análisis transcriptomico de 
Chaetoceros sp. en CA los genes expresados diferencialmente indican una respuesta específica con ajustes 
puntuales en genes asociados a las rutas metabólicas de fotosíntesis, ciclo de Calvin, metabolismo 
energético y metabolismo de acidos grasos, que generaron un mecanismo de adaptación por 
compensación estructural de las membranas celulares y en el fotosistema II frente al aumento de CO₂ 
durante cuatro dias de cultivo. La habilidad de Chaetoceros sp. para reconfigurar el metabolismo sin perder 
valor nutricional sugiere que podría mantener su funcionalidad y persistencia en futuros escenarios de 
cambio climático. 
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Abstract of the thesis presented by Zaira Hernández Guzmán as a partial requirement to obtanin the 
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Effect of increased CO₂ on the biochemical composition, photosynthesis, and transcriptomic response 

of a Chaetoceros sp. culture and its potential impact on nutritional quality 
 

Abstract approved by: 
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Thesis Director 

 Dr. Armando Mendoza Flores 
Thesis Director 

 

Anthropogenic CO₂ emissions are absorbed by the ocean at a rate of about 28%, which increases the pCO₂ 
concentration in seawater and lowers pH (ocean acidification). As a result, diatoms are affected in their 
abundance, composition, and consequently in the flow of nutrients through the food web. Since the effects 
of elevated CO₂ are species-specific, studies describing the impact of acidification on local diatoms of 
ecological and economic importance with respect to nutritional quality are needed. This study evaluated 
the response of Chaetoceros sp. under elevated CO₂ conditions (pH 7.8, CA), compared to a control culture 
without CO₂ addition (CC). Each treatment included three replicates, and physiological variables were 
assessed, including growth, proximate composition, fatty acid profile, and photosynthesis. Data were 
statistically analyzed using ANCOVA and t-tests with a 95% confidence. Additionally, transcriptome 
analysis was performed for each treatment via Illumina RNA-Seq and bioinformatic analysis to 
complement the responses observed in the physiological variables. Under CA conditions, Chaetoceros sp. 
showed increased growth rate and cell density, accompanied by reduced cell weight (pg cell⁻¹) and 
decreased photosynthetic capacity. However, the nutritional quality of the cells was maintained, as 
protein concentration did not change, and an increase in the proportion of polyunsaturated fatty acids 
(PUFAs) was observed. Transcriptomic analysis of Chaetoceros sp. under CA revealed differentially 
expressed genes indicating a specific response, with targeted adjustments in genes associated with 
photosynthesis pathways, the Calvin cycle, energy metabolism, and fatty acid metabolism. These changes 
generated an adaptive mechanism through structural compensation of cell membranes and photosystem 
II in response to elevated CO₂ over four days of cultivation. The ability of Chaetoceros sp. to reconfigure 
its metabolism without losing nutritional value suggests that it could maintain functionality and 
persistence under future climate change scenarios. 
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Capítulo 1.  Introducción 

El cambio climático es un fenómeno ligado a las emisiones de dióxido de carbono (CO2), el incremento de 

su concentración en la atmósfera aumenta los valores de temperatura globales debido al efecto 

invernadero (Wigley y Jones, 1981). Naturalmente el CO2 es liberado a la atmósfera por erupciones 

volcánicas o incendios naturales, sin embargo, después de la revolución industrial en 1750 las emisiones 

aumentaron por la actividad antropogénica de 278 ppm a 400 ppm, generando cambios en los patrones 

climáticos (Gattuso et al., 2015). 

El cambio en la concentración de CO2 antropogénico es evaluado por el Grupo Intergubernamental de 

Expertos sobre el Cambio Climático (IPPC, por sus siglas en inglés) a través de informes de evaluación, los 

cuales indican el efecto de las emisiones de CO2 sobre la atmósfera, el suelo y el océano (Cubash et al., 

2013). En el quinto informe del IPPC en 2014 se plantearon cuatro escenarios, nombrados Rutas de 

Concentración Representativas (RCP, por sus siglas en inglés), mismos que indican las condiciones 

fisicoquímicas esperadas a largo plazo en 2100. En el caso de las concentraciones de CO2 atmosférico, el 

IPCC plantea para el escenario optimista una reducción de emisiones de CO2 (RCP 2.6) con una 

concentración de ~490 ppm de CO2, el escenario medio bajo (RCP 4.5) se plantea una concentración de 

~650 ppm de CO2, por otro lado, el escenario medio alto (RCP 6.0) se espera una concentración de ~850 

ppm de CO2 y, finalmente, el escenario catastrófico (RCP 8.5) se plantea concentraciones >1000 ppm de 

CO2 (Moss et al., 2010). 

El océano es un integrador climático debido a que absorbe el 93% del calor de la tierra y el 28% del CO2 

antrópico (Gattuso et al., 2015), sin embargo, su capacidad reguladora ha disminuido debido a que se han 

registrado incrementos en la temperatura superficial del océano, disminución de la concentración de O2 y 

disminución de pH superficial (Rhein et al., 2013). El aumento de la concentración de CO2 absorbido por el 

océano ha provocado la disminución del pH del agua superficial del océano, en aproximadamente 0.1 

unidades desde la revolución industrial, alcanzando un valor promedio actual de 8.05. De acuerdo con el 

escenario RCP 8.5 del IPCC, se proyecta una reducción adicional de 0.3-0.4 unidades, lo que resultaría en 

un pH estimado de 7.8 ± 0.05 hacia finales del siglo. 

La disminución de pH es ocasionada por la alteración del balance químico en el ciclo del carbono dentro 

del océano. Ante el aumento de CO2 en la atmósfera, la disolución del gas en el agua de mar incrementa, 

ocasionando una reacción entre el CO2 y el ácido carbónico (H2CO3) lo que resulta en la liberación de iones 
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hidrógeno (H+) para la formación de bicarbonato (HCO3

-) y posteriormente la formación de carbonato 

(CO3
2-). Se prevé que para final de la década la concentración de H+ aumente un 150%, la concentración 

de CO3
-2 disminuya en un 50% y como consecuencia el aumento en la acidificación del medio con menor 

saturación superficial de carbonato de calcio (CaCO3) (Dooney et al., 2009). 

Ante la acidificación del océano los organismos que son afectados de manera directa son los calcificadores 

(moluscos, corales, cocolitóforos, pterópodos, equinodermos, algas coralinas, microalgas, entre otros) los 

cuales reducen el tamaño y grosor de estructuras de protección por disolución de CaCO3 (Dooney et al., 

2009). De forma indirecta, la acidificación del océano afecta diferentes poblaciones dentro de la red 

trófica, principalmente los productores primarios, debido a las alteraciones en la composición bioquímica 

de algas y pastos marinos disminuyendo su calidad nutricional (mayor concentración de fenoles y menor 

concentración de ácidos grasos poliinsaturados) (Jin et al., 2020).   

Los productores primarios más abundantes en el océano son las diatomeas, las cuales contribuyen con el 

40% de productividad primaria como parte del hábitat bentónico o planctónico, forman parte del ciclo del 

carbono y silicio en el océano y son importantes para la producción de nutrientes esenciales como los 

ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs), ácido eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA) (Yi 

et al., 2017; Serôdio y Lavaud, 2020).  

En las diatomeas, el efecto de la acidificación océanica sobre su crecimiento y composición nutricional son 

diversos, varían dependiendo de la especie y la zona en la que se encuentren las poblaciones. Sin embargo, 

se ha observado que en la mayoría de las diatomeas expuestas a mayores concentraciones de CO2, se 

presenta una disminución en el tamaño celular, en la concentración de sílice de las frústulas (SiO2) y en el 

contenido y tipo de PUFAs (Richa y Häder, 2016).  

Por otro lado, los análisis transcriptómicos, realizados en diatomeas indican que la acidificación causada 

por el aumento de CO2 en el océano representa una variable importante en la activación de mecanismos 

adaptativos. Las especies que logran crecer bajo estas condiciones, muestran una mayor expresión de 

genes relacionados con rutas metabólicas involucradas en la producción de energía celular como el ciclo 

de Krebs (TCA), la glucólisis, la fosforilación oxidativa y la fotosíntesis (Huang et al., 2019; Jin et al., 2022). 

Asimismo, se activan otras rutas metabólicas asociadas a la biosíntesis de ácidos grasos y mecanismos para 

equilibrio homeostático como respuesta a la disminución del pH (Liang et al., 2020). 
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Se proyecta que, además de los efectos fisiológicos y genéticos de las diatomeas ante el aumento de pCO2 

su prevalencia se verá afectada por la modificación de los ciclos biogeoquímicos de carbono y silicio. 

Modelos de predicción han demostrado que, ante altas concentraciones de CO2, la fijación de carbono 

disminuye (Serôdio y Lavaud, 2020), y que la alteración del ciclo del sílice podría comprometer la 

permanencia de las poblaciones de diatomeas lo que derivaría en cambios ecológicos importantes debido 

a la interrupción de energía desde la base de la red trófica (Taucher et al., 2022).  

En consecuencia, los cambios en las poblaciones de diatomeas, derivado del aumento de CO2, afectarán 

la alimentación de los niveles superiores de la red trófica, modificando su composición bioquímica y 

capacidad reproductiva (Rossoll et al., 2012). Aunque los niveles tróficos más altos pueden adaptarse ante 

los efectos del aumento en la concentración de CO2 debido a su habilidad de desplazamiento y a la 

sustitución del alimento por otro disponible con aporte nutricional similar (Hu et al., 2022), si el pH 

continúa disminuyendo, se prevé que a largo plazo se modifiquen las comunidades dentro del océano. 

Esto afectará actividades antropogénicas, como la pesca, la maricultura y la acuicultura comprometiendo 

la supervivencia de los organismos cultivados y reduciendo su valor nutricional, lo que pondrá en riesgo la 

salud alimentaria de la población humana (Jin et al., 2020). 

1.1 Antecedentes 

1.1.1 Efecto del aumento de CO2 en especies de diatomeas  

Debido a que el efecto del CO2 sobre las diatomeas es especie específico, Bach y Taucher (2019) 

describieron que en la última década el aumento de CO2 puede tener efectos positivos, negativos o nulos 

sobre diferentes especies de diatomeas (56 estudios analizados). Se destacó que en el 46% de los estudios, 

estaban relacionados con diatomeas planctónicas costeras y en 41 casos se observó un efecto fisiológico 

positivo o negativo a concentraciones de CO2 mayores a 600 µatm de pCO2. Una de las variables más 

destacadas fue la reducción del tamaño celular, así como de la concentración de sílice en las paredes de 

las frústulas. 

Se observó que diatomeas de mayor tamaño son las que sostienen la base de la red trófica con una mejor 

transferencia de nutrientes y energía a través de un menor número de intermediarios, además de aportar 

mayor flujo de C:Si al fondo del océano. En los estudios revisados, se encontró que las diatomeas de mayor 
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tamaño (>20-50 µm) son el grupo más susceptible a los cambios en la concentración de CO2 del océano 

ocasionando una disminución en su crecimiento y menor frecuencia en las comunidades, por lo que se 

espera un cambio en la composición del ambiente ante este fenómeno siendo el mar abierto el ambiente 

más susceptible, posteriormente el costero, después el estuarino y finalmente el bentónico (Bach y 

Taucher, 2019).  

Estudios en mesocosmos han permitido comprender mejor el efecto del CO2 en ecosistemas marinos, por 

ejemplo, el realizado por Duncan et al. en 2022 donde se concluyó que todos los grupos de diatomeas del 

mesocosmos de la Antártica fueron afectados en el grosor de las frústulas por una menor producción de 

sílice. Por otro lado, se registró un aumento en la concentración de proteínas y lípidos en organismos < 20 

µm de tamaño como Chaetoceros spp. y en organismos grandes (> 20µm) como Stellarima microtias un 

aumento en la concentración de proteínas y reducción de lípidos que, como consecuencia, genera la 

reducción en la frecuencia de las tallas grandes de diatomeas en el ambiente.  

Harvey et al. (2019) estudiaron el efecto de gradientes naturales de pCO2 en las comunidades bentónicas 

de una isla en Japón (zona cercana a un volcán), para simular los cuatro escenarios propuestos por el IPCC 

tomando en cuenta la presencia de la diatomea bentónica Biddulphia biddulphiana (diatomea céntrica). 

El aumento en la concentración de CO2 generó un cambio en la composición de la comunidad bentónica, 

donde Biddulphia biddulphiana reemplazó a especies que no toleran condiciones de concentración alta de 

CO2. Además, demostraron que esta especie de diatomea puede mantener estable los niveles tróficos 

superiores. 

En condiciones de aumento de CO2 a 750 µatm, se ha reportado que para Thalassiosira pseudonana, otra 

especie de diatomea céntrica, la composición bioquímica, concentración de sílice y concentración de 

pigmentos (clorofila a) fueron afectados negativamente (Rossoll et al., 2012; Alcaraz-Rocha et al., 2023). 

En la especie Thalassiosira weissflogii se observó que la capacidad fotosintética de estas diatomeas 

disminuye ante el aumento gradual y abrupto en la concentración de pCO2 en el agua. Además, se resalta 

la importancia de medir la respuesta generacional para evaluar las estrategias de adaptación de los 

organismos ante estos cambios y en conjunto con otras variables, como el aumento de temperatura en el 

océano, permitirán conocer el destino de las especies en el ecosistema al que pertenecen (Li et al. 2019; 

Zhong et al., 2021). 

Los estudios moleculares con diatomeas y el aumento de pCO2 son escasos, sin embargo, en los trabajos 

existentes (Huang et al., 2019; Sun y Sun, 2020) se describe que el incremento de CO2 en el océano es una 
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variable que obliga a los organismos a adaptarse. Por ejemplo, en Phaeodactylum tricornutum existe un 

proceso de adaptación al medio ante la exposición de 1014 µatm de pCO2 después de aproximadamente 

10 días de cultivo. Los resultados indican que no se presentaron cambios en la respuesta fotosintética, sin 

embargo, se observó un incremento en la tasa de crecimiento. Por otro lado, se encontró una subexpresión 

en los transcritos relacionados con los mecanismos de concentración de carbón inorgánico (CCMs), el ciclo 

de ácido cítrico (TCA), glicólisis y la fosforilación oxidativa, que constituyen las rutas asociadas en la 

producción de energía de la célula (Huang et al., 2019). 

Otra especie de diatomea evaluada por Sun y Sun (2020) fue Skeletonema dohrnii y al igual que P. 

tricornutum, se observaron cambios en la expresión basal de los genes como respuesta a 25 °C y 1000 

µatm de pCO2. Este estudio indica que la respuesta del transcriptoma a la subexpresión de CCMs promueve 

la síntesis de aminoácidos y la asimilación de nitrógeno. Los cambios descritos anteriormente son 

integrados a rutas metabólicas que permiten la adaptabilidad de las células ante las condiciones extremas 

como en el caso del transporte de electrones en la membrana del tilacoide para producción de ATP y 

NADPH. 

1.1.2 Estudios fisiológicos y transcriptómicos en especies de Chaetoceros 

Particularmente para especies del género Chaetoceros se ha observado una respuesta variable ante el 

aumento de CO2 de acuerdo a la especie. Por ejemplo, para Chaetoceros gracilis, exposiciones de 1050 y 

750 µatm de pCO2 con pH 7.74 y 7.84 respectivamente, ocasionaron daño por lisis celular. Se observó una 

disminución en el crecimiento celular, así como la reducción en la concentración de proteínas y 

carbohidratos. Además, la capacidad fotosintética de los cloroplastos fue afectada debido a alteraciones 

morfológicas en la membrana del cloroplasto y los tilacoides (Khairy et al., 2014). 

Por el contrario, para cultivos de la diatomea Chaetoceros muelleri se ha observado que la acidificación 

del medio (800 µatm y 7.80 pH) aumenta la capacidad de las células para fijar carbono, además de 

aumentar la actividad fotosintética y como resultado la tasa de crecimiento aumentó en 11% en 

comparación con el cultivo control. También se estableció que estos organismos invierten más energía 

para el mantenimiento del flujo de H+ y regular el pH intracelular para el mantenimiento homeostático 

(Shi et al., 2019). 

Se ha observado que análisis moleculares de transcriptómica complementan las respuestas fisiológicas 
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obtenidas y proporcionan información sobre cómo las células responden a nivel genético ante el aumento 

de CO2 (Hoffmann et al., 2008). 

Con base en lo anterior, los resultados fisiológicos realizados en C. muelleri por Shi et al. (2019) se 

relacionan con los obtenidos por RNA-seq de Liang et al. (2020). Donde, además de comprobar la sobre 

expresión de las rutas de mantenimiento de pH celular, aporta nueva información sobre el aumento en la 

concentración de lípidos y cambios en el perfil de ácidos grasos. Liang et al. (2020) comparó el efecto del 

transcriptoma de C. muelleri a pH 7.8 y 1000 µatm de CO2 y concluyeron que la expresión de genes 

dedicados a la producción de lípidos aumentó, favoreciendo el flujo de carbono para la producción de 

acetil-CoA, en lugar de dirigirse a la síntesis de ácidos grasos, especialmente PUFAs, los cuales se 

encontraron en concentraciones de 15-20% menores a las obtenidas a 400 µatm y pH 8.17.  

1.1.3 Chaetoceros sp. 

La diatomea Chaetoceros sp. (CH-X1) es una cepa nativa de Bahía de Todos Santos, Ensenada, Baja 

California, aislada por Trujillo-Valle en 1988. Esta especie es reconocida por su relevancia ecológica, ya que 

proporciona nutrientes esenciales para la alimentación de organismos dentro de la bahía. Además, el 

cultivo de Chaetoceros sp.  tiene importancia económica, al ser utilizado como alimento para larvas de 

penneidos, Crassostrea gigas y Mytilus galloprovincialis, en sistemas de cultivo comerciales (Trujillo-Valle 

1993).  

Debido a la importancia económica de Chaetoceros sp. se han realizado diversos estudios para conocer las 

condiciones adecuadas para su cultivo. Por ejemplo, se ha establecido el uso de cultivos semicontinuos 

para la producción continua de biomasa (Lopez-Elias, 1990). Asimismo, se han estudiado los efectos de 

diferentes fuentes de luz e irradiancias sobre la producción de biomasa y la composición nutricional de las 

células de Chaetoceros sp. (Sánchez-Saavedra y Voltolina, 1994, Sánchez-Saavedra y Voltolina, 1996; 

Sánchez-Saavedra y Voltolina, 2006), así como la implementación de estos cultivos para el crecimiento y 

la maduración sexual de Artemia franciscana (Sánchez-Saavedra y Voltolina, 1995).  

Por otro lado, se han explorado alternativas para el almacenamiento de la biomasa seca de Chaetoceros 

sp. como alimento, y su efecto sobre la composición nutricional (Cordero-Esquivel et al. 1993). En años 

recientes, se utilizaron técnicas moleculares para conocer el genoma de Chaetoceros sp., e identificar la 
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especie para enriquecer el conocimiento de esta cepa y el desarrollo de mejoras continuas al cultivo 

(Tapia-Gallardo, 2019). 

Con base en lo anterior, es importante continuar realizando estudios enfocados en conocer el futuro de 

esta especie ante los cambios climáticos y conocer su respuesta ante estas condiciones ambientales. 

1.2  Justificación 

La pesca y la maricultura son actividades importantes para incrementar la disponibilidad de alimento 

nutritivo para las poblaciones humanas (FAO, 2022). La pesca y maricultura se relacionan directa o 

indirectamente con las microalgas debido a que estos microorganismos son la base de la red trófica y 

participan en la nutrición de los organismos acuáticos, por lo que su prevalencia y composición nutricional 

es importante dentro del ecosistema marino (Serôdio y Lavaud, 2020).  

El aumento de CO2 por actividades antropogénicas es clave en el cambio climático, ya que el océano 

absorbe el 28 % de este gas alterando el ciclo natural del carbono, así como los niveles de pH ocasionando 

la acidificación de este ambiente (Gattuso et al., 2015). De acuerdo con las proyecciones del IPCC sobre un 

escenario para el año 2100, la concentración de CO2 en el océano disminuirá el valor de pH de 8.05 a 7.8 

lo que afectará a los organismos acuáticos dentro de este ecosistema (Cubasch et al., 2013).  

Ante el aumento de CO2 en el océano, las microalgas alteran su crecimiento (Shi et al., 2019), cambian el 

tamaño de las células e inducen variaciones genotípicas (Li et al., 2019) y modifican la composición 

bioquímica (Duncan et al., 2022), lo que podría afectar a largo plazo los niveles superiores de la red trófica 

en relación con el aumento de la acidificación (Jin et al., 2020).  

Estudios realizados en diversas especies de diatomeas como Chaetoceros muelleri, Thalassiosira 

pseudonana, Phaeodactylum tricornutum y Skeletonema marino (Shi et al., 2019; Zhang et al., 2021) 

concluyen que los efectos en el aumento de CO2 del océano sobre las diatomeas son específicos incluso 

entre poblaciones de la misma especie (Richa y Häder, 2016). Por lo anterior, son de gran relevancia las 

investigaciones que describen el aumento del CO2 sobre el tamaño de las células microalgales, la 

fotosíntesis, la composición bioquímica y la expresión de genes de las diatomeas de importancia ecológica 

y económica, como lo es Chaetoceros sp., respecto a la calidad nutricional para su consumo por los 

organismos acuáticos.  
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1.3   Hipótesis 

El cultivo estático de Chaetoceros sp. expuesto a un aumento de CO2 (pH 7.8), presentará una disminución 

significativa en la concentración de carbohidratos, lípidos y ácidos grasos poliinsaturados, acompañada de 

una subexpresión de genes involucrados en las rutas biosintéticas de estos metabolitos, en comparación 

con el cultivo control (sin aumento de CO2).  

Bajo las mismas condiciones (pH 7.8), se espera observar un incremento en la tasa de crecimiento, en la 

concentración de proteínas y en la actividad fotosintética, asociado a una sobreexpresión de genes 

relacionados con la fotosíntesis y biosíntesis de proteínas. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto del aumento de CO2 (pH 7.8) sobre el crecimiento, la fotosíntesis, la composición 

bioquímica y el transcriptoma de Chaetoceros sp. en cultivos estáticos. 

1.4.1.1 Objetivos específicos 

Evaluar el efecto del CO2 elevado (pH 7.8) en un cultivo estático de Chaetoceros sp. sobre el crecimiento, 

el tamaño celular y la producción de biomasa. 

Evaluar el efecto del CO2 elevado (pH 7.8) en la actividad fotosintética, el contenido de pigmentos, la 

composición bioquímica y el perfil de ácidos grasos de un cultivo estático de Chaetoceros sp. 

Comparar la respuesta del transcriptoma en un cultivo estático de Chaetoceros sp. expuesto a CO2 elevado 

(pH 7.8) con un cultivo control sin enriquecimiento de CO2.  
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Cultivos de Chaetoceros sp. 

Se utilizó la diatomea marina Chaetoceros sp. (CH-X1) aislada por Trujillo-Valle (1993) en 1988 de Bahía de 

Todos Santos en, Ensenada, Baja California, esta cepa pertenece a la colección de microalgas del 

Laboratorio de Biotecnología de Algas (BIOAL) del Centro de Investigación Científica y Educación Superior 

de Ensenada (CICESE). Para todos los cultivos de Chaetoceros sp. utilizados, se empleó agua de mar 

proveniente del sistema cerrado del laboratorio húmedo del Departamento de Acuicultura del CICESE. El 

agua de mar fue tratada con filtros de 10, 5 y 1 µm, carbón activado y su desinfección con luz ultravioleta. 

Posteriormente, el agua de mar fue esterilizada por calor húmedo en una autoclave automática a 1.52 kg 

m-2 de presión, 121 °C de temperatura, durante 20 min. Después de la esterilización se adicionaron los 

nutrientes para obtener el medio de cultivo “f” (Guillard y Ryther, 1962). 

2.1.1 Mantenimiento rutinario de cultivos de Chaetoceros sp.  

Se realizó el mantenimiento rutinario de los cultivos monoespecíficos, no axénicos y estáticos. Estos 

cultivos iniciaron con 1×105 células ml-1 de Chaetoceros sp. en 100 ml de medio de cultivo “f” en un matraz 

Erlenmeyer de 125 ml de capacidad. Transcurrida una semana de cultivo, se realizó el trasvase del 10% de 

cultivo a 100 ml de medio “f” nuevo para mantener el crecimiento de Chaetoceros sp. en fase exponencial. 

Las condiciones ambientales de los cultivos fueron: irradiancia de 100 µmol m-2 s-1, salinidad de 38 UPS y 

temperatura de 20 ± 1 °C. 

2.1.2 Cultivos experimentales 

2.1.2.1 Inóculo  

Para la producción de inóculo de Chaetoceros sp. se emplearon cultivos con densidad inicial de 1×105 

células ml-1 en 400 ml de medio de cultivo “f” en matraces de 500 ml de capacidad y las condiciones 
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ambientales descritas anteriormente para los cultivos de mantenimiento (sección 2.1.1). Transcurridos 

siete días de cultivo, se tomó el volumen necesario para iniciar los cultivos experimentales con densidad 

celular de 1×105 células ml-1 en un volumen de 2.5 l de medio “f” en dos matraces Fernbach de 2.8 l de 

capacidad.  El volumen de cultivo de cada matraz Ferbach fue trasvasando en tres matraces Erlenmeyer 

de 1 l con 800 ml de cultivo (Figura 1). 

2.1.2.2 Tratamientos de los cultivos experimentales de Chaetoceros sp. 

Se establecieron los siguientes tratamientos experimentales: 1) El tratamiento control (CC) sin inyección 

de CO2 para mantener la concentración actual de pCO2 en el agua de mar (≈400 µatm de pCO2), los cultivos 

se mantuvieron con un flujo constante de aire (≈186 burbujas min-1), el cual pasó a través de un filtro de 

0.20 µm de diámetro de poro y un sistema manifold para su inyección con una pipeta Pasteur en cada 

matraz 2) El tratamiento con aumento de CO2 (CA) donde los cultivos se mantuvieron a un pH de 7.80 

(equivalente a 1000 µatm de pCO2) con la inyección de CO2 desde un tanque de CO2 con flujómetro hacia 

un regulador de flujo de aire para acuario y dispensado en cada matraz con una pipeta Pasteur (Figura 1). 

Por cada tratamiento se realizaron tres réplicas (n=3), las cuales fueron monoespecíficos, no axénicos y 

estáticos con irradiancia continua de 100 µmol m-2 s-1. Los cultivos se mantuvieron durante cuatro días de 

cultivo, (fase exponencial de crecimiento de Chaetoceros sp.) para evitar el efecto por limitación de luz o 

nutrientes durante el experimento. Se realizaron mediciones diarias del pH y la temperatura con un 

potenciómetro Orion Star A211 con un electrodo Orion ROSS Ultra Triode. 

Se realizó la medición de los parámetros de calidad del agua en los cultivos de los tratamientos CC y CA al 

cuarto día de cultivo, así como en el agua de mar utilizada para la preparación del medio de cultivo. El 

valor de pCO2 se calculó mediante el software CO2SyS (Lewis y Wallace, 1998) utilizando las constantes de 

disociación aparente descritas por Mehrbach et al. (1973). Los parámetros de calidad de agua medidos 

fueron: alcalinidad, determinada por titulación con ácido sulfúrico 0.02 N e indicadores fenolftaleína y 

verde de bromocresol (Anexo A); salinidad utilizando un refractómetro; pH y temperatura, medidos con 

un potenciómetro Orion Star A211. 
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Figura 1. Diseño experimental de los cultivos de Chetoceros sp. (CH-X1) para evaluar el aumento de CO2 (pH 7.8; CA) 
con un cultivo control sin aumento de CO2 (CC). 

2.1.2.3 Ensayo preliminar para el mantenimiento de pH 7.80 en cultivos de Chaetoceros sp. con 

aumento de concentración de CO2  

Para determinar en el tratamiento CA la cantidad de CO2 necesario para mantener un valor de 7.80 de pH 

en el cultivo de Chaetoceros sp. durante cuatro días de cultivo, se realizó un experimento preliminar 

siguiendo los puntos 2.1.2.1 y 2.1.2.2 para el tratamiento CA y registrándose solo los valores de 

temperatura y pH. El pH se registró cada 24 h y, dentro de cada intervalo de 24 h, se efectuaron mediciones 

adicionales a intervalos de una hora durante las primeras seis horas, con el propósito de ajustar el flujo de 

CO2 suministrado a los matraces. Los flujos de CO2 utilizados fueron: flujo rápido (FR) con 186 burbujas de 

CO2 min-1 y cinco flujos lentos 1 (FL1), 2 (FL2), 3 (FL3), 4 (FL4) y 5 (FL5) con la inyección de 7, 2, 10, 4 y 14 

burbujas de CO2 min-1 respectivamente. 

Los flujos de CO2 en los cultivos se ajustaron dependiendo del cambio de pH y manteniéndose en un rango 

de 7.80 ± 0.05 unidades de pH (7.75-7.85 pH). 
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2.2 Análisis de las variables de respuesta 

Las variables de respuesta, que incluyeron el crecimiento del cultivo, la fotosíntesis, la composición 

proximal, el perfil de ácidos grasos y la expresión del transcriptoma, fueron evaluadas en los cultivos de 

ambos tratamientos experimentales durante la fase exponencial de crecimiento.  

2.2.1 Parámetros de crecimiento 

Para registrar el crecimiento de Chaetoceros sp. en cada uno de los cultivos se evaluaron las variables 

descritas a continuación: 

a) Conteo celular 

Se realizaron conteos diarios de las células a partir de una alícuota de 1 ml de cultivo, tomada diariamente 

y fijada con lugol ácido de cada uno de los cultivos mantenidos en los tratamientos experimentales. Los 

conteos celulares se realizaron en una cámara de Neubauer con ayuda de un microscopio compuesto 

Olimpus CX31. Los datos se graficaron para obtener la curva de crecimiento además se calcularon la tasa 

de crecimiento (µ) y tiempo de generación (Tg) de acuerdo con las ecuaciones descritas por Guillard 

(1973): 

𝜇 =
𝐿𝑜𝑔2 (

𝑁𝑡
𝑁0⁄ )

∆𝑡
 

    
(1) 

En donde: µ= divisiones día-1 

Nt= Densidad celular al final del intervalo de tiempo 

N0= Densidad celular al inicio del intervalo de tiempo 

𝑇𝑔 =
1

𝜇
 

(2) 

En donde: Δt= Diferencia de tiempo en el intervalo de tiempo de Nt y N0 

Tg= días 

b) Tamaño celular 

Se realizaron mediciones del largo y el ancho de 30 células al cuarto día de cultivo de cada cultivo, las 



13 
evaluaciones se realizaron con la ayuda de un microscopio compuesto a 40X por medio de una cámara 

digital (ZEISS Axiocam) y el programa (ZEN lite). 

c) Peso seco  

Después de los cuatro días de cultivo se filtraron 15 ml de volumen de cultivo de cada tratamiento según 

el método gravimétrico descrito por Sorokin (1973). Para este procedimiento se usaron filtros de fibra de 

vidrio de 4.7 cm de diámetro y 1 µm de apertura de poro. Previamente los filtros fueron calcinados en una 

mufla Furnace 1400 a 490 °C por 2 h. Los filtros calcinados fueron mantenidos en una estufa VWR Brand a 

60 °C hasta obtener peso constante el cual fue medido en una balanza Mettler-Toledo XS105. 

Cada alícuota del cultivo fue pasada a través de los filtros previamente tratados usando un sistema de 

filtración, para eliminar las sales se utilizó formiato de amonio 3% en una proporción 1:1 respecto al 

volumen de cultivo usado. Posteriormente, los filtros con muestra fueron secados en una estufa a 60 °C 

durante 24 h y antes de 7 días. Después de eliminar la humedad de los filtros se volvieron a pesar en la 

balanza para obtener el peso seco total (PST) mediante la siguiente fórmula: 

𝑃𝑆𝑇 =
𝑃𝑓 − 𝑃𝑖

𝑉
 

(3) 

En donde: PST= mg ml-1 

Pf= Peso final del filtro con volumen filtrado (g) 

Pi= Peso inicial del filtro sin volumen filtrado (g) 

V= Volumen filtrado (ml) 

Después, el filtro se colocó en la mufla para su incineración a 490 °C durante 4 h. Los filtros fueron pesados 

nuevamente en la balanza para poder calcular el peso de las cenizas (PC) y a partir del PST y PC obtener el 

peso orgánico (PSO) del volumen filtrado. Para los cálculos del PC y PSO se usaron las siguientes fórmulas: 

𝑃𝐶 =
𝑃𝑆𝐶 − 𝑃𝑖

𝑉
 

(4) 

  
𝑃𝑆𝑂 = 𝑃𝑆𝑇 − 𝑃𝐶 (5) 

En donde: PC= Peso de cenizas (mg ml-1) 

PSC= Peso del filtro después de ser incinerado (g) 

Pi= Peso inicial del filtro solo (g) 

V= Volumen filtrado (ml) 



14 
PSO= Peso seco orgánico (mg ml-1) 

2.2.2 Composición proximal 

Para analizar la composición proximal, la biomasa de cada cultivo se cosechó en la fase exponencial de 

crecimiento, que correspondió al cuarto día de cultivo. Por lo anterior, se filtraron 10 ml de medio de 

cultivo a través de filtros de fibra de vidrio de 2.4 cm de diámetro y 1 µm de abertura de poro. Las muestras 

de la biomasa de los cultivos fueron almacenadas en un congelador Sumit a –20 °C hasta su análisis. Se 

realizaron análisis espectrofotométricos con el equipo HACH DR/6000 UV y la metodología descrita a 

continuación: 

a) Concentración de carbohidratos  

Para conocer el contenido de carbohidratos se utilizó la técnica de Dubois (1956) empleando glucosa como 

estándar para la curva de calibración. La extracción de carbohidratos se realizó con H2SO4 1 M.  

b) Concentración de proteínas  

Para evaluar el contenido de proteínas se usó el método descrito por Lowry et al. (1951) y se utilizó 

seroalbúmina de suero de bovino (BSA) como estándar para la curva de calibración. La extracción de 

proteínas se realizó con NaOH 0.1 N a 100 °C por 15 min (Pacheco-Vega y Sánchez-Saavedra, 2009).  

c) Concentración de lípidos 

El método de Bligh y Dyer (1959) se usó para la cuantificación de lípidos y se empleó como estándar para 

la curva de calibración Tripalmitina. La extracción de lípidos se realizó con una solución de 

metanol:cloroformo:agua  (2:1:1). 

2.2.3 Perfil de ácidos grasos  

Para cuantificar los ácidos grasos se cosecharon volúmenes de 400 ml para CC y 300 ml para CA en cada 

cultivo en fase exponencial de crecimiento. Se concentró la biomasa celular por centrifugación a 2,400 ×g 

durante 15 min a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810R. La biomasa celular concentrada se congeló a -
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20 °C hasta su liofilización a -80 °C a 0.11 kg cm-2 con el equipo Labconco Freezone 2.5. 

Se extrajeron los lípidos a partir de 30 mg de biomasa liofilizada y se siguió el método de Folch et al. (1957) 

modificado al usar diclorometano:metanol (2:1) y BTH al 0.01%. Se realizó la saponificación de los lípidos 

con KOH 0.3N al 90% de metanol. Con el producto de la reacción anterior, se obtuvieron los lípidos 

insaponificables adicionando agua destilada y hexano. Los lípidos saponificables se obtuvieron por medio 

de la reacción de agua destilada, hexano y HCl 6N. Para obtener los ésteres metilados de los ácidos grasos 

se siguió el procedimiento descrito por Metcalfe et al. (1966) con trifluoruro de boro al 14% de metanol. 

Los ésteres metilados de los ácidos grasos fueron disueltos con hexano para obtener una concentración 

final de 10 mg ml-1. Posteriormente, se analizaron en un cromatógrafo de gases (GC Agilent Technologies 

7890A) con una columna capilar de 30 m de largo, 0.320 mm de diámetro interno, 0.25 m de grosor 

(Agilent J&W, 123-3232 BD-FFAP) y un detector de ionización de flama, al usar hidrógeno como gas de 

acarreo. Se inyectó 1 µl de muestra con una temperatura inicial de 120 °C que se incrementó cada 4 min 

hasta alcanzar 230 °C. La identificación de los ácidos grasos se realizó por la comparación de los tiempos 

de retención obtenidos respecto a un estándar comercial (37 Component Supelco FAME Mix Sigma). Los 

cálculos de concentración de los ácidos grasos fueron realizados con el programa ChemStation. 

2.2.4 Pigmentos y fotosíntesis 

Se calculó la concentración de pigmentos de los cultivos de Chaetoceros sp. en fase exponencial de 

crecimiento. La extracción se realizó a partir de 5 ml de volumen filtrado de cultivo (filtros de fibra de vidrio 

de 2.4 cm de diámetro y 1 µm de abertura de poro) al cual se le adicionó acetona al 90% en relación 1:1 

con el volumen filtrado y se incubó durante 24 h a 4 °C. Posteriormente al tiempo de extracción, se 

realizaron barridos espectrales de las muestras de 400 a 750 nm en un espectrofotómetro marca HACH 

modelo DR6000 empleando acetona al 90% como blanco de medición. Con la información obtenida se 

realizaron los cálculos de la clorofila a, c y carotenoides, como lo describe Parsons et al. (1984) y las 

ecuaciones de Jeffrey y Humphrey (1975).  

La actividad fotosintética de los cultivos fue analizada en la fase exponencial de crecimiento en un volumen 

de cultivo de 15 ml y mediante un fluorímetro de pulso de amplitud modulada (PAM) (Walz, Junior PAM). 

Para que los centros de reacción de los fotosistemas en la membrana del tilacoide se encontraran abiertos 

para recibir los pulsos de luz del fluorímetro, las muestras fueron mantenidas en oscuridad previo al 
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análisis durante 15 min. Posteriormente, con los resultados por el fluorímetro, se realizaron las curvas 

rápidas de luz para evaluar la respuesta fotosintética. Se obtuvieron los parámetros fotosintéticos de tasa 

máxima de transporte de electrones (ETRmax), eficiencia fotosintética (α), índice de saturación (Ek) y la 

eficiencia cuántica máxima del fotosistema II (Fv/Fm) a través de las ecuaciones propuestas por Eilers y 

Peeters (1988). 

2.2.5 Análisis del transcriptoma 

2.2.5.1 Extracción de RNA 

Durante la fase exponencial de crecimiento se cosechó por centrifugación volúmenes de cultivo de 25 ml 

para CC y 15 ml para CA a 2300 xg durante 15 min a 4 °C utilizando el equipo Eppendorf 5810R. 

Posteriormente, se desechó la mayor cantidad de sobrenadante de los pellets y se guardaron en un 

ultracongelador Labconco a -80 °C hasta el proceso de extracción de RNA.  

Para la extracción de RNA, las células de la biomasa obtenida se lisaron en microtubos de 2 ml (Simport 

T339) que contenian 750 µl de Trizol y 100 mg de perlas de zirconia de 1.0 mm, utilizando un Fastprep 24 

(MP) a 40 m s-1 durante 20 s. Posteriormente, la extracción de RNA se llevo a cabo siguiendo el protocolo 

del reactivo TRIzol™ Reagent (Invitrogen). 

Se determinó la cantidad del RNA (ng µl-1) mediante espectrofotometría con un NanodropTM 2000 

(Thermo Fisher Scientific) y mediante la relación 260/230 nm y 260/280 nm se determinó la calidad del 

RNA obtenido. Valores entre 1.8 y 2.2 indicaron RNA de alta calidad y para valores inferiores a 1.8 se realizó 

una purificación adicional del RNA con acetato de sodio 3M. Las muestras con impurezas fueron incubadas 

con 4 µl de acetato de sodio 3M pH 5.20 y 132 µl de etanol absoluto al 95% a -20 °C durante 24 h. 

Posteriormente se centrifugaron a 16,873 ×g durante 10 min a 4 °C y el pellet obtenido fue lavado 

nuevamente con etanol al 75% antes de su medición final con Nanodrop.  

Finalmente, se evaluó la integridad del RNA por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1X. 

En cada pozo se agregó 1 µl de buffer de carga GelRed y 3 µl de muestra de cada tratamiento con una 

concentración aproximada de 300 ng µl-1 de RNA. El gel con las muestras se colocó en una cámara de 
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electroforesis (Bio-Rad) a 80 V durante 40 min. Transcurrido el tiempo, se hizo la visualización del gel en 

un transiluminador Bio-Rad de luz ultravioleta (UV).  

2.2.5.2 Análisis bioinformático 

Después de verificar la calidad de las muestras de RNA, las muestras fueron eviadas para la construcción 

de librerías con fragmentos de 150 pb y la secuención con un sistema NovaSeq 6000 de Illumina a una 

profundidad de 50 millones de lecturas por librería en la empresa Novogene (California, EUA). 

El análisis bioinformático inició con los archivos obtenidos de la secuenciación. Se evaluó la calidad de las 

lecturas pareadas mediante el programa FASTQC (Braham bioinformatics), posteriormente se realizó la 

limpieza de las lecturas en donde se retiraron lecturas de baja calidad (<150 pb), secuencias duplicadas y 

los adaptadores con el programa Fastp (Chen et al., 2018). Después de este proceso se hizo otra evaluación 

de la calidad de las lecturas con FASTQC. 

Se realizó ensamblaje de novo de las secuencias con el programa Trinity (Grabherr et al., 2011) obteniendo 

los transcritos, los cuales se analizaron con Transrate (Smith-Unna et al., 2016) y BUSCO para verificar su 

calidad. Los transcritos obtenidos fueron utilizados para el análisis de expresión diferencial y anotación 

funcional de los genes.  

Se realizó la identificación de las regiones codificantes de los transcritos ensamblados, usando el programa 

TransDecoder (Hass et al., 2013). Posterior a este proceso, se hizo la anotación de las secuencias de 

nucleótidos mediante BLASTP y BLASTX con la base de datos de proteínas de Swissprot/Uniprot, también 

se identificaon las familias de genes con la base de datos Pfam y el software HMMER. Se calculó la 

abundancia de cada uno de los transcritos mediante el software Salmon.  

El análisis de expresión diferencial se realizó con la paquetería R Bioconductor Deseq2 (Love et al., 2014), 

donde se realizó una normalización de los transcritos y posteriormente, filtrarlos para obtener los 

transcritos diferencialmente expresados, tomando en cuenta un valor de p<0.05 y valores de cambio (Log2 

Fold Change) de >2 y <-2. 
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Posteriormente se realizó un análisis de enriquecimiento de las vías KEGG (Kanehisa, 2000) mediante 

KOBAS, utilizando como datos de entrada los transcritos expresados diferencialmente y como organismo 

de referencia la diatomea Phaeodactylum tricornutum para identificar las rutas metabólicas. 

Finalmente, se seleccionaron los genes con mayor valor de cambio de las rutas metabólicas de fotosíntesis, 

la biosíntesis de ácidos grasos, la replicación de DNA, el metabolismo energético (Ciclo de Krebs, glucólisis 

y gluconeogénesis) y la fijación de carbono (Ciclo de Calvin) y se identificaron las proteínas 

correspondientes utilizando BLASTP. 

2.3 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de los tratamientos CC y CA fueron analizados con el programa RStudio versión 

2024.12.1+563 y la versión 4.4.2 de R.  Se evaluaron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y 

homogeneidad de varianzas (Barlette) para determinar la diferencia entre las variables de respuesta con 

una prueba t con un 95% de confianza. Las variables de respuesta que se analizaron fueron: crecimiento 

(tasa de crecimiento, tiempo de generación, densidad celular final, tamaño celular y biomasa), 

composición proximal (proteínas, carbohidratos, lípidos), perfil de ácidos grasos, pigmentos (clorofila a, 

clorofila c y carotenos) y fotosíntesis (Fm/Fv, ETRmax, α y Ek). 

En el caso de las curvas de crecimiento de CC y CA se realizó el análisis de covarianza (ANCOVA) con un 

95% de confianza después de comprobar los supuestos de linealidad e independencia (Modelo de 

regresión lineal), Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene).  
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Capítulo 3.   Resultados 

3.1 Ensayo preliminar para mantener un pH de 7.80 en cultivos de Chaetoceros 

sp.  

El valor inicial de pH en los cultivos de Chaetoceros sp. durante el ensayo preliminar fue de 8.69 ± 0.03. 

Los valores de pH medidos fluctuaron fuera del rango establecido (7.75-7.80), se registró un valor máximo 

de pH de 8.56 y mínimo de 7.51 (Figura 2). Por otro lado, la temperatura dentro de los cultivos de 

Chaetoceros sp. no fue homogénea (Figura 2) registrándose un cambio de temperatura de 1.5 °C entre las 

0 y 96 h como consecuencia de una avería del aire acondicionado del laboratorio húmedo donde se 

encontraban los cultivos.  

Los flujos de inyección de CO2 variaron en cada día de cultivo (Figura 2), durante las primeras 24 h de 

cultivo se utilizó el FR con inyecciones de 1 min 20 s cada hora. Además, el FR se utilizó para ajustar los 

valores iniciales de pH a las 0, 24, 48 y 72 h mediante inyecciones de 12, 4, 6 y 2 min respectivamente. Los 

flujos FL1, FL2 y FL4 se aplicaron después del ajuste con FR y se mantuvieron de forma continua hasta la 

siguiente lectura a las 24 h. 

 

Figura 2. Valores promedio y desviación estándar de pH y temperatura de los cultivos de Chaetoceros sp. en el ensayo 
preliminar para el mantenimiento de pH a 7.80 durante cuatro días de cultivo (96 h) con diferentes flujos de inyección 
de CO2. Las flechas azules indican los flujos de inyección de CO2: flujo rápido (FR) y flujos lentos 1, 2, 3, 4 y 5 (FL1, FL2, 
FL4 y FL5). La Línea roja central representa un 7.80 de pH, mientras las líneas rojas externas indican un rango de ± 
0.05 unidades de pH. 
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3.2 Determinación de pCO2 en cultivos de Chaetoceros sp.   

Después del análisis de los parámetros de calidad de agua: alcalinidad, salinidad, pH y temperatura en 

agua de mar y en los cultivos de los tratamientos CC y CA al cuarto día con el programa CO2SyS, se observó 

que la concentración de pCO2 en el agua de mar fue de 336.34 µatm, en el cultivo control fue de 0.005 ± 

0.008 µatm y para el cultivo con aumento de pCO2 fue de 811.38 ± 169.13 µatm (Tabla 1). 

Tabla 1. Valores promedio y desviación estándar de los parámetros de calidad de agua y pCO2 del agua de mar y los 
cultivos de Chaetoceros sp. al día cuatro en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 

Tratamiento pH 
Temperatura  

(°C) 
Salinidad 

(PSU) 
Alcalinidad 
(µmol kg-1) 

pCO2 
(µatm) 

AM 7.99 23.00 38.00 1198.92 336.34 
CC* 10.08 ± 0.04 22.00 ± 0.20 38.00 ± 0.00   471.12 ± 69.15       0.005 ± 0.008 
CA*   7.82 ± 0.07 22.00 ± 0.20 38.00 ± 0.00 1848.74 ± 84.04  811.380 ± 169.129 

AM= agua de mar; (*) muestras centrifugadas a 2,400 ×g, 15 min, 22 °C 

3.3 pH, temperatura e inyección de CO2  

Con base en los resultados obtenidos en el ensayo preliminar se realizaron los ajustes en el flujo de CO2 

para cada día de cultivo de Chaetoceros sp. en el tratamiento con aumento de CO2 (CA). El pH inicial de los 

cultivos fue de 8.76 ± 0.01 y fueron ajustados a 7.80 ± 0.04 con la inyección de 13 min de CO2 con el flujo 

FR.  

El 80% de los valores de pH medidos durante los cuatro días de cultivo (96 h) de Chaetoceros sp. en el 

tratamiento CA se mantuvieron dentro del rango establecido de pH de 7.80 ± 0.05 (Figura 3), obteniendo 

un valor máximo de 7.94 ± 0.06 y un valor mínimo de 7.71 ± 0.10 durante los cuatro días de cultivo.  

Durante las primeras 32 h de cultivo se utilizó el flujo FR para la inyección de 30 s de CO2 cada hora, después 

se colocó en los matraces el flujo lento FL4 hasta las 48 h. Posteriormente, se colocó el FL1 durante una 

hora y finalmente se colocó el flujo FL3 hasta las 96 h.  

La temperatura del cultivo de Chaetoceros sp. en el tratamiento CA fue homogénea y se registró un cambio 

desde las 0 h y hasta las 96 h de 0.38 °C.  

En el caso del pH de los cultivos de Chaetoceros sp. en el tratamiento control (CC) el valor inicial fue de 
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8.66 ± 0.02 y se registró un aumento de pH hasta 10.08 ± 0.04 al cuarto día de cultivo (96 h). En cuanto a 

la temperatura, esta se mantuvo homogénea en los cuatro días de cultivo con un cambio de 0.63 °C desde 

las 0 h y hasta las 96 h (Figura 4). 

 

Figura 3. Valores promedio y desviación estándar de pH y temperatura de los cultivos de Chaetoceros sp. en el 
tratamiento con aumento CO2 a pH 7.8 (CA) durante cuatro días de cultivo (96 h).  La Línea roja central representa 
un valor de 7.80 de pH, mientras las líneas rojas externas indican un rango de ± 0.05 unidades de pH. 

 

 

Figura 4. Valores promedio y desviación estándar de pH y temperatura de los cultivos de Chaetoceros sp. para el 
tratamiento control sin inyección de CO2 (CC) durante cuatro días de cultivo (96 h). 
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3.4 Variables de crecimiento 

3.4.1 Densidad celular y parámetros poblacionales 

Se observó diferencia en la densidad celular por medio de la coloración de los cultivos mantenidos en los 

tratamientos CC y CA de Chaetoceros sp. desde el segundo y hasta el cuarto día de cultivo (Figura 5). Los 

resultados obtenidos en la curva de crecimiento indicaron que el crecimiento celular del tratamiento CA y 

CC fue significativamente diferente (p<0.05) y se observó en la Figura 6 que la diferencia en la densidad 

celular es evidente a partir del segundo día de cultivo con densidades celulares de 1,132,000 ± 68,500 

células ml-1 en CA y 624,000 ± 32,572 células ml-1 en CC. 

En cuanto a los parámetros poblacionales (Tabla 2), se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) entre 

el tratamiento CC y CA donde la densidad celular final y tasa de crecimiento (µ) fueron, respectivamente, 

3.8 y 1.6 veces mayor en CA comparado con CC, además de que el tiempo generacional (Tg) fue 1.6 veces 

menor en CA que en CC.  

 

Figura 5. Cultivos estáticos de Chaetoceros sp. al cuarto día de cultivo en los tratamientos control (CC) y con aumento 
de CO2 (pH 7.8; CA). 
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Figura 6. Valores promedio y desviación estándar de densidad celular de los cultivos de Chaetoceros sp. en los 
tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA) durante cuatro días de cultivo. 

 

Tabla 2. Valores promedio y desviación estándar de la tasa de crecimiento (µ), tiempo de generación (Tg) y densidad 
celular final de los cultivos de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 

Parámetros poblacionales Tratamiento CA Tratamiento CC 

µ  
(divisiones día-1) 

 1.44 ± 0.03***      0.89 ± 0.04*** 

Tg  
(días) 

 0.69 ± 0.01***      1.13 ± 0.05*** 

Densidad celular final 
(1x104 células ml-1) 

  485.00 ± 15.21***  128.92 ± 4.83*** 

Diferencia significativa con p≤0.0001 (***) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 0.05.  

3.4.2 Tamaño celular 

Se midieron el largo y ancho de 90 células de Chaetoceros sp. por tratamiento CC y CA (Figura 7). Se obtuvo 

una medida promedio del largo de CC de 6.10 ±0.89 µm en comparación con 5.48 ± 0.76 µm de CA. En 

cuanto al ancho de las células, en el tratamiento CC se obtuvo un valor promedio de 4.88 ± 0.73 µm en 

comparación con 4.13 ± 0.61 µm en CA. No se registró diferencia significativa (p>0.05) entre las medidas 

de CC y CA. 
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Figura 7. Medidas del largo (A) y ancho (B) de 90 células de Chaetoceros sp. por tratamiento control (CC) y con 
aumento de CO2 (CA) al cuarto día de cultivo. 

3.4.3 Biomasa  

Los resultados obtenidos de los cultivos para el peso seco total (PST) fueron de 515.63 ± 168.65 µg ml-1 

para CC y 537.70 ± 161.98 µg ml-1 para CA. En el caso del peso de la materia orgánica (PO) se calcularon 

valores de 345.70 ± 86.83 µg ml-1 para CC y 367.11 ± 72.23 µg ml-1 para CA. El contenido de cenizas (PC) 

fue de 169.93 ± 81.83 µg ml-1 para CC y 170.60 ± 95.23 µg ml-1 para CA. En las tres variables medidas (PST, 

PO y PC) no se encontró diferencia significativa (p>0.05) entre el tratamiento CC y CA (Figura 8).   
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En el caso del peso orgánico celular expresado en pg célula-1 se obtuvo una diferencia significativa (p<0.05) 

entre el tratamiento CC y el tratamiento CA, siendo las células del tratamiento CC 3.5 veces más pesadas 

que las del tratamiento CA (Figura 9). 

 

Figura 8. Valores promedio y desviación estándar del peso seco total (PST), peso orgánico (PO) y peso de cenizas (PC) 
al cuarto día de cultivo de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 

 

 

Figura 9. Valores promedio y desviación estándar del peso celular (con base en el peso orgánico) de Chaetoceros sp.  
al cuarto día de cultivo en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). Diferencia significativa p≤0.01 
(*) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 0.05. 
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3.5 Composición proximal  

Se obtuvo una concentración total de compuestos orgánicos (lípidos, proteínas y carbohidratos) de 51.97 

± 1.27 pg cel-1 en el tratamiento CC, en comparación con los 31 ± 0.33 pg cel-1 obtenidos en el tratamiento 

CA.  En el caso de las proteínas no se observó diferencia significativa (p>0.05) entre la concentración 

obtenida en CC (18.56 ± 1.01 pg cel-1) comparada con el tratamiento CA (18.46 ± 0.72 pg cel-1). Por otro 

lado, se observó que, como efecto del aumento de CO2, las concentraciones de carbohidratos y lípidos 

(expresadas en pg cel-1) disminuyeron significativamente (p<0.05), siendo 3.4 y 2.2 veces menores, 

respectivamente (Figura 10). 

 

Figura 10. Valores promedio y desviación estándar de la concentración por célula de Chaetoceros sp. de 
carbohidratos, proteínas y lípidos (pg cel-1) al cuarto día de cultivo en los tratamientos control (CC) y con aumento 
de CO2 (CA). Diferencia significativa con p≤0.001 (**) y p≤0.001 (**) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 
0.05. 

3.6 Perfil de ácidos grasos  

Se obtuvieron 6.39 ± 1.94 mg de lípidos (17.23% peso seco) en el tratamiento CA y 3.29 ± 0.20 mg (9.30% 

peso seco) en el tratamiento CC. A partir de estos lípidos, se extrajeron 2.51 ± 0.75 mg de ácidos grasos 

totales en CA, equivalentes al 6.78% del peso seco utilizado. En el caso del tratamiento CC, se obtuvieron 
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1.56 ± 0.04 mg, correspondientes al 4.41% del peso seco utilizado. No se detectaron diferencias 

significativas (p>0.05) entre las cantidades de lípidos y ácidos grasos obtenidas en ambos tratamientos. 

En cuanto al porcentaje total de los ácidos grasos identificados (Figura 11), se registraron diferencias 

significativas (p<0.05) entre los ácidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados 

(PUFA) entre los tratamientos CC y CA. Se observaron 8.11% menos SFAs, 11.95% menos MUFAs y 19.36% 

más PUFAs en las células de Chaetoceros sp. por efecto del aumento de CO2. 

 

Figura 11. Composición de ácidos grasos (expresados en porcentaje del total de ácidos grasos identificados) por 
grupo de ácidos grasos saturados (SFA), ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) y ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFA) al cuarto día de cultivo de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA) (Ver 
Tabla 3). 

 

Se identificaron para el tratamiento control 21 ácidos grasos diferentes, de los cuales diez corresponden 

con SFA, cuatro con MUFA y siete con PUFA. En el caso del tratamiento CA se identificaron 19 ácidos grasos 

que corresponden a diez como SFA, tres como MUFA y seis como PUFA (Tabla 3). Se obtuvo diferencia 

significativa (p<0.05) en la abundancia de ocho ácidos grasos por efecto del aumento de CO2 en los cultivos 

de Chaetoceros sp. (Tabla 3).  
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Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los SFA C14:0, C15:0 y C17:0, sin embargo, el SFA 

C16:0 fue el más abundante en el tratamiento CC con un valor 3.1 veces mayor (p<0.05) en comparación 

con el tratamiento CA. Por otro lado, el MUFA C16:1n-7 fue el más abundante dentro del tratamiento 

control y fue 1.5 veces mayor (p<0.05) al valor obtenido en el tratamiento CA. En el caso del PUFA C20:5n-

3 (ácido eicosapentanoico, EPA), fue 2.6 veces más abundante en el tratamiento CA (p<0.05) comparada 

con el tratamiento control (Tabla 3). Además del EPA, se evaluó diferencia significativa (p<0.05) en la 

abundancia de los PUFA C20:4n-6 (ácido araquidónico, ARA) y C22:6n-3 (ácido docosahexaenoico, DHA), 

siendo 1.38 y 1.23 veces más abundantes en el tratamiento CA comparado con las células de los cultivos 

de Chaetoceros sp. en el tratamiento CC. 

Tabla 3. Composición de ácidos grasos (expresados en porcentaje del total de ácidos grasos identificados) al cuarto 
día de cultivo de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 

Ácido graso 
Abundancia (%) 

CC CA 

SFA   

C10:0 2.17 ± 0.81         2.63 ± 1.30 

C12:0 0.33 ± 0.40         0.11 ± 0.01 

C13:0 4.12 ± 1.60         2.68 ± 0.54 

C14:0   9.82 ± 0.98*       12.86 ± 0.07* 

C15:0   0.60 ± 0.06*   0.36 ± 0.00* 

C16:0 18.31 ± 3.19*   5.88 ± 0.44* 

C17:0       2.81 ± 0.20***         6.25 ± 0.21*** 

C18:0 2.57 ± 1.41 1.81 ± 0.47 

C20:0 0.35 ± 0.19 0.29 ± 0.09 

C22:0 0.26 ± 0.12 0.37 ± 0.13 

MUFA   

C14:1n-5 1.12 ± 1.73 0.31 ± 0.08 

C16:1n-7   28.74 ± 1.75**   19.27 ± 0.41** 

C18:1n-9 3.21 ± 2.72         1.70 ± 1.30 

C22:1n-9 0.17 ± 0.06 nd 

PUFA   

C18:2n-6c 2.44 ± 0.79 1.76 ± 0.00 

C18:3n-6 2.02 ± 0.28 1.56 ± 0.27 

C18:3n-3 0.52 ± 0.56 nd 

C20:3n-6 0.59 ± 0.14         0.32 ± 0.14 

C20:4n-6 (ARA)   6.92 ± 0.87*   9.51 ± 0.27* 

C20:5n-3 (EPA)   11.24 ± 1.30**   29.55 ± 1.66** 

C22:6n-3 (DHA)   1.72 ± 0.14*   2.11 ± 0.10* 

Ácidos grasos saturados (SFA), ácidos grasos monosaturados (MUFA), ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), ácido 
araquidónico (ARA), ácido eicosapentanoico (EPA) y ácido docosahexanoico (DHA), ácido graso no detectado (nd). 
Diferencia significativa con p≤0.0001 (***), p≤0.001 (**) y p≤0.01 (*) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 
0.05. 
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3.7 Pigmentos y fotosíntesis 

La concentración de los pigmentos (µg ml-1) clorofila a, c y carotenos fueron significativamente mayores 

(p<0.05) en el tratamiento CA con concentraciones 6.5 veces más de clorofila a, 6.3 veces más de clorofila 

c y 4.2 veces más carotenos en las células de Chaetoceros sp. en comparación con el tratamiento control 

(Figura 12).  

Los valores obtenidos en la concentración de clorofila a y c en pg célula-1 fueron 1.7 veces mayores, para 

ambos pigmentos, (p<0.05) en el tratamiento CA que en el tratamiento CC. Sin embargo, para la 

concentración de carotenos no se determinó diferencia significativa (p>0.05) por efecto del aumento de 

CO2 en el cultivo, debido a que el valor calculado para CC fue de 0.030 pg célula-1 y 0.034 pg célula-1 para 

CA (Figura 13). 

 

Figura 12. Valores promedio y desviación estándar de la concentración de pigmentos clorofila a (Chla), clorofila c 
(Chlc) y carotenos al cuarto día de cultivo de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 
(CA). Diferencia significativa con p≤ 0.001 (**) y p≤ 0.01(*) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 0.05. 

 

En las curvas de fotosíntesis (Figura 14) se observó que ante el aumento de CO2, el transporte de electrones 

(ETR) aumentó en relación al incremento del nivel de la irradiancia, sin embargo, se observó que en el 

tratamiento CC los valores de ETR fueron mayores respecto a los valores obtenidos con el tratamiento CA. 

Dentro de los parámetros fotosintéticos, en el tratamiento CC se observó mayor eficiencia fotosintética 

(α) y la mayor tasa máxima de transporte de electrones (ETRmax) respecto a los valores obtenidos con el 
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tratamiento CA (Tabla 5; Figura 14). En el caso del índice de saturación (Ek), no se encontró diferencia 

significativa (p>0.05) por efecto del aumento de CO2 en los cultivos de Chaetoceros sp. La eficiencia 

fotosintética máxima del fotosistema II (Fv/Fm) fue significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento 

CA respecto a los valores obtenidos para el tratamiento CC.  

 

Figura 13. Valores promedio y desviación estándar de la concentración por célula de Chaetoceros sp. de pigmentos 
clorofila a (Chla), clorofila c (Chlc) y carotenos al cuarto día de cultivo en los tratamientos control (CC) y con aumento 
de CO2 (CA). Diferencia significativa con p≤0.001 (**) y p≤0.01(*) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 0.05. 

 

 

Figura 14. Curvas de fotosíntesis con base en el transporte de electrones del fotosistema II (ETR) y la irradiancia al 
cuarto día de cultivo de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 
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Tabla 4. Valores promedio y desviación estándar de los parámetros fotosintéticos: tasa máxima de transporte de 
electrones (ETRmax), eficiencia fotosintética (α), índice de saturación (Ek) y la eficiencia cuántica máxima del 
fotosistema II (Fv/Fm) al cuarto día de cultivo de Chaetoceros sp. en los tratamientos control (CC) y con aumento de 
CO2 (CA). 

Tratamiento 
α 

(electrón fotón-1) 
ETRmax 

(μmol electrón m-2 s-1) 
Ek 

(μmol fotón m-2 s-1) 
Fv/Fm 

CC 0.06 ± 0.003***  57.67 ± 10.66* 1000.01 ± 223.90 0.42 ± 0.008** 

CA 0.03 ± 0.002***            36.57 ± 6.63* 1383.29 ± 179.05 0.65 ± 0.001** 

Diferencia significativa con p≤0.0001 (***), p≤0.001 (**) y p<0.05 (*) entre tratamientos CC y CA con la prueba t, α= 
0.05. 

3.8 Transcriptoma 

3.8.1 Extracción RNA 

Se obtuvieron concentraciones de RNA mayores en las células de Chaetoceros sp. dentro del tratamiento 

CA con un promedio de 1,079 ± 198.05 ng µl-1 en comparación con 437.30 ± 210.23 ng µl-1 en el tratamiento 

CC. En el caso de la relación de calidad 260/280 para evaluar la contaminación con proteínas, todos los 

resultados obtenidos fueron superiores a 1.8 en ambos tratamientos.  

Por otro lado, para la relación 260/230 que evalúa la contaminación por sales, fenoles y carbohidratos 

fueron en su mayoría superiores a 1.8, con excepción de la muestra CC 1 para el tratamiento control y aún 

después de realizar el proceso de purificación de RNA con acetato de amonio 3 M (Tabla 6). Se observaron 

bandas de RNA ribosomal íntegras en las muestras de los tratamientos CC y CA en el gel de agarosa 1.5% 

en un rango de más de 0.5 Kb y hasta 2 Kb, siendo las bandas más intensas las que se observaron a 1.5 Kb 

y 1.0 Kb (Figura 15). 

3.8.2 Calidad de las lecturas y ensamblaje de novo 

Se obtuvieron en promedio 60 580 150 y 60 929 14 de lecturas crudas para los tratamientos CC y CA, 

respectivamente, con una longitud de 150 pb por lectura. Después del proceso de limpieza, se conservó el 

60.9% de las lecturas en CC y el 42.2% de lecturas en CA, con longitudes entre 147 a 150 pb y un contenido 

GC entre 43-44%. 
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El ensamblaje de novo resultó en 61 348 transcritos, con una longitud promedio de 1 651.68 pb. De 

acuerdo con el análisis de transrate, el 44.73% de los transcritos contiene marcos de lectura abiertos 

(ORFs), con un valor N50 de 4 045 pb y un contenido GC promedio de 41%. Por otro lado, el análisis con 

BUSCO indicó que el 80% de los transcritos están completos, de los cuales el 10.6% están presentes en una 

sola copia y el 69.4% se encuentran duplicados. 

Tabla 5. Valores de concentración y calidad de RNA obtenido a partir de células de Chaetoceros sp. al cuarto día de 
cultivo de los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 

Muestra 
Concentración RNA  

(ng µl-1) 
260/280 260/230 

CC 1   343.40 2.08 1.79 

CC 2   699.90 2.05 2.00 
CC 3   328.60 2.07 1.85 
CA 1 1181.00 2.04 2.44 

CA 2 1206.80 1.97 2.50 

CA 3   851.60 2.14 2.54 

 

 

Figura 15. Gel de agarosa 1.5% con escalera de 1000 b (1Kb) y bandas de RNA ribosomal obtenido a partir de células 
de Chaetoceros sp. al cuarto día de cultivo de los tratamientos control (CC) y con aumento de CO2 (CA). 

3.8.3 Expresión diferencial  y anotación funcional 

Se obtuvieron 46 481 transcritos expresados diferencialmente (ajustados a p<0.1), de los cuales el 3.8% 

(1757 transcritos) se encontraron sobreexpresados y el 7.4% (3447 transcritos) se encontraron 

subexpresados (Figura 16). En la Figura 17 se observan los 5 204 transcritos expresados diferencialmente 
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con un valor de Log2 Fold Change (LFC) > 2 para los sobreexpresados y < -2 para los subexpresados con un 

valor de p< 0.05.  

Como resultado del enriquecimiento de las vías KEGG, se encontraron 686 genes sobreexpresados en 88 

rutas metabólicas y 1000 genes subexpresados en 87 rutas metabólicas. En las Figuras 18 y 19 se muestran 

únicamente las rutas metabólicas con los valores de enriquecimiento más altos para cada conjunto 

(subexpresado y sobreexpresado), debido a que, de las 97 rutas expresadas diferencialmente, únicamente 

7 fueron exclusivas de las rutas subexpresadas y 8 exclusivas de las rutas sobreexpresadas, en Chaetoceros 

sp. bajo la comparación entre CA vs CC. El resto de las rutas expresadas diferencialmente fue compartido 

entre ambos conjuntos de datos. 

Después del análisis de enriquecimiento se seleccionaron los genes con mayor valor LFC dentro de las rutas 

metabólicas de interés en la comparación CA vs CC. Se encontró un número variable de genes expresados 

diferencialmente en las rutas seleccionadas: cuatro genes en el ciclo de Calvin; cinco en rutas de 

replicación de DNA, nueve en rutas del metabolismo energético; siete en el metabolismo de ácidos grasos 

y cuatro genes en la ruta de fotosíntesis (Figura 20). 

 

Figura 16. Heatmap de los transcritos expresados diferencialmente (p<0.1) en Chaetoceros sp. al cuarto día de cultivo 
en el tratamiento control (C1, C2 y C3) y con aumento de CO2 (T1, T2, T3). El color azul representa los transcritos 
subexpresados y el color rojo los transcritos sobreexpresados en la comparación CA vs CC. Los valores están 
representados como z-scores. 

z_score 
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Figura 17. Volcano plot de los transcritos expresados diferencialmente (p <0.05) en Chaetoceros sp. al cuarto día de 
cultivo en la comparación CA vs CC. El color negro representa los transcritos sin expresión diferencial, el color azul 
representa los transcritos subexpresados (Log2 Fold Change < -2) y el color rojo los transcritos sobreexpresados (Log2 
Fold Change > 2). 

 

 

Figura 18. Análisis de enriquecimiento de las rutas metabólicas KEGG a partir de los transcritos subexpresados 
diferencialmente en Chaetoceros sp. bajo las condiciones CA vs CC. El tamaño de los puntos representa el número 
de genes involucrados en cada ruta y la intensidad del color indica el valor de la probabilidad (p) del enriquecimiento. 
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Figura 19. Análisis de enriquecimiento de las rutas metabólicas KEGG a partir de los transcritos sobreexpresados 
diferencialmente en Chaetoceros sp. bajo las condiciones CA vs CC. El tamaño de los puntos representa el número 
de genes involucrados en cada ruta y la intensidad del color indica el valor de la probabilidad (p) del enriquecimiento. 

 

En las rutas metabólicas analizadas se identificaron diferentes isoformas de un mismo gen con patrones 

opuestos de expresión, debido a que algunas isoformas se encontraron subexpresadas y otras 

sobreexpresadas.  

En el caso del ciclo de Calvin y el metabolismo energético, la enzima fructose-bisphosphate aldolase 

presentó una isoforma con un valor LFC menor a -12 y otra con valor superior a 10. De manera similar, en 

el metabolismo de ácidos grasos, se encontraron dos isoformas diferentes del gen long-chain acyl-CoA 

synthetase 4, con valores de cambio menores a -11 y mayores a 6. En la ruta de fotosíntesis, el gen 

ferredoxin NADP reductase mostró expresión diferencial entre las isoformas, con un LFC por debajo de -

11 y superiores a 9. 

En cuanto a los genes relacionados con la replicación del DNA, se destacó el gen cdc21-like protein, que 

presentó el mayor nivel de subexpresión observado (LFC= -11.03), Por otro lado, el gen DNA polimerase 

se encontró sobreexpresado con un valor de LFC de 7.94. 



36 

 

Figura 20. Genes involucrados en cinco rutas metabólicas en Chaetoceros sp. bajo las condiciones CA vs CC. El largo 
de la línea indica el valor de Log2 Fold Change, donde los genes sobreexpresados (>2) se representan en color rojo y 
los genes subexpresados (<-2) en color azul. 
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Capítulo 4.  Discusión   

4.1 Dinámica de pCO2 y variables fisicoquímicas en cultivos de Chaetoceros sp. 

El aumento en la concentración de CO2 en el océano afecta los ciclos biogeoquímicos naturales en el agua, 

principalmente el ciclo del carbono inorgánico. En el océano todas las formas de carbono dentro del agua 

pCO2, H2CO3 (ácido carbónico), HCO3
- (bicarbonato), CO3

2- (carbonato), OH- (ion hidroxilo) e H+ (ion 

hidrógeno) se encuentran en equilibrio químico y debido a esto, es posible estimar la concentración de 

una especie de carbono a partir de otra con parámetros de concentración de carbono inorgánico disuelto 

(DIC), alcalinidad total (AT) o pH (Middelburg, 2019). 

Con base en el principio anterior, en los tratamientos experimentales, se calcularon los valores de pCO2 

utilizando las mediciones de alcalinidad, pH, temperatura y salinidad. En el tratamiento CA, el valor de 

pCO2 resultó menor que el reportado en estudios similares con Phaeodactylum tricornutum y Chaetoceros 

muelleri, bajo condiciones de pH 7.8, donde se alcanzaron concentraciones de 1000 µatm de pCO2 (Huang 

et al., 2019; Liang et al., 2020).  

La diferencia encontrada entre los estudios citados (Huang et al., 2019; Liang et al., 2020) y el tratamiento 

CA, puede atribuirse a que la alcalinidad total fue mayor (entre 2200 y 2300 µmol kg-1) en comparación 

con el valor medido en el tratamiento CA (1848.74 µmol kg-1). La alcalinidad en CA estuvo basada en la 

concentración de DIC presentes en el agua de mar utilizada en el cultivo y al mantener un pH constante 

de 7.8, el sistema se estabilizó en un nuevo equilibrio químico (Lower, 1996). Aunque la inyección de CO2 

en CA incrementó la concentración de DIC (principalmente HCO3
-; Middelburg, 2019) este aumento no fue 

suficiente para elevar la pCO2 hasta 1000 µatm. 

Debido a lo anterior, para alcanzar un valor de pCO2 de 1000 µatm en los cultivos, probablemente era 

necesario aumentar la concentración de DIC, especialmente bicarbonato, para alcanzar una alcalinidad 

mayor a 2000 µmol kg-2, o bien incrementar la inyección de CO2 a un pH menor a 7.8 sin modificar el DIC 

del agua de mar. Sin embargo, debe considerarse que la actividad fotosintética de Chaetoceros sp. en el 

cultivo reduce la concentración de CO2 en el medio (Lower, 1996; Doney et al., 2009). En este estudio no 

se estimó el consumo celular de CO2, por lo que no es posible determinar la proporción de CO2 consumida 

por las poblaciones de Chaetoceros sp. y su contribución al pCO2 final. 
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En el tratamiento CC, el consumo de CO2 disuelto por la actividad fotosintética de las células de 

Chaetoceros sp. fue más evidente y probablemente constituyó la principal variable que llevó el valor final 

de pCO2 a un nivel cercano a 0 µatm al final del experimento. Aunque este proceso también se llevó a cabo 

en el tratamiento CA, la inyección continua de CO2 mantuvo disponible el gas disuelto en el cultivo, 

evitando el incremento progresivo de pH, el cual es consecuencia de la disminución en la concentración 

de CO2 y de protones en el agua (Middelburg, 2019).  

Los parámetros fisicoquímicos como la temperatura, salinidad y presión afectan el equilibrio y las formas 

químicas del carbono en el agua (Lower, 1996). En particular, la temperatura influye en la capacidad del 

agua para disolver el CO2 atmosférico debido a que, el aumento de la temperatura incrementa la energía 

cinética de las moléculas de agua, lo que dificulta la retención del gas CO2 en el agua (Middelburg, 2019). 

Con base en lo descrito anteriormente, durante el ensayo preliminar, los valores de temperatura mayores 

a 21 °C y su cambio entre cada día de cultivo, afectaron lograr establecer el pH a 7.8 con la inyección de 

CO2, ocasionando que dentro del cultivo la capacidad para solubilizar el CO2 disminuyera y, por lo tanto, 

se requirió de mayor concentración de CO2, además, se presentó mayor dificultad para mantener el pH a 

7.8 ± 0.05. Por el contrario, en el tratamiento CA, la temperatura se mantuvo constante y por lo tanto se 

requirió de menor inyección de CO2 para establecer el pH 7.8 durante los cuatro días de cultivo. 

4.2 Efecto del pCO2 en el crecimiento de Chaetoceros sp. y su efecto sobre la 

fisiología 

El aumento de la densidad celular en las microalgas está vinculado a los procesos fisiológicos de 

fotosíntesis y fijación de carbono. A través de estas rutas metabólicas, se genera la energía (ATP) y poder 

reductor (NADPH) que son utilizados para la síntesis de biomoléculas esenciales (Larkum, 2016). Sin 

embargo, ante el incremento del CO2 en el medio, el equilibrio y flujo energético se altera, afectando el 

crecimiento y la composición celular (Kanazawa et al., 2020).   

El aumento en la densidad celular y en la tasa de crecimiento por efecto del aumento de pCO2, ha sido 

documentado en otros cultivos de microalgas como en Chlamidomonas reiinhardii (Zhang et al., 2021), o 

Phaeodactylum tricornutum (Huang et al., 2019). Específicamente para C. muelleri en condiciones similares 

(pH = 7.8 y pCO2 ≥1000 µatm), se reportaron tasas de crecimiento de µ=1.63 ± 0.06 día-1 (Ihnken et al., 
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2011) y µ=1.59 ± 0.12 día-1 (Iwasaki et al., 2021).  En Chaetoceros sp., el aumento de la tasa de crecimiento 

observado en CA podría estar asociado a diversas estrategias metabólicas que favorecen la reproducción 

asexual en condiciones de acidificación (pH 7.8).  

Algunas de las estrategias metabólicas de Chaetoceros sp. en CA pueden ser la reducción en la inversión 

de energía en los mecanismos de concentración de carbono (CCM), debido a que la alta disponibilidad de 

CO2 que facilita su difusión pasiva hacia el cloroplasto y esto permitiría redirigir la energía no invertida en 

CCM hacia el aumento de la densidad celular (Gao et al., 2014; Wu et al., 2014; Huang et al., 2019). 

Asimismo, cambios en el transporte iónico intracelular y la mayor concentración de CO2 podría potenciar 

la actividad enzimática de la ribulosa-1, 5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo) haciéndola más 

eficiente para producir compuestos esenciales para el crecimiento (Zhang et al., 2021). También pueden 

estar implicados mecanismos de asimilación de nitrógeno, favoreciendo así, la síntesis de proteínas y, en 

consecuencia, el incremento de la densidad celular (Hennon et al., 2017). 

En cuanto a la biomasa (PSO, PST y PC), los valores fueron similares entre los cultivos de ambos 

tratamientos. Esto indica que, a pesar del incremento en la densidad celular en CA, cada célula presentó 

un menor contenido orgánico en comparación con CC. Esta reducción podría estar asociada a una menor 

acumulación de algunos compuestos como los lípidos o carbohidratos además de la ligera, aunque no 

significativa, disminución en el tamaño celular (largo y ancho), posiblemente relacionada con el aumento 

en la tasa de crecimiento observado en CA.  

Contrario a la disminución en el peso celular en CA, la concentración de las clorofilas a y c, por efecto del 

incremento de CO2, aumentaron tanto en el cultivo (µg l-1) como en cada célula (pg cel-1). Este incremento 

puede atribuirse a la baja disponibilidad de luz para las células debido al aumento en la densidad celular y 

el autosombreado generado por las mismas (Ng et al., 2015). En microalgas, la concentración de pigmentos 

puede variar en periodos de tiempo cortos para optimizar la captación de energía lumínica en respuesta a 

condiciones ambientales (Alcaraz-Rocha et al., 2023), por lo que es probable que el aumento en la 

concentración de pigmentos haya ocurrido a partir del día dos del cultivo CA.  

Se ha documentado que, en cultivos de C. muelleri, expuestos a pCO2 > 800 µatm, la capacidad 

fotosintética de los cloroplastos y la producción de pigmentos se ven favorecidas (Iwasaki et al. 2021). Sin 

embargo, en el tratamiento CA el incremento en la concentración de pigmentos no se tradujo en una 

mayor capacidad fotosintética respecto a CC. 
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La elevada producción de carotenos observada en Chaetoceros sp. en ambos tratamientos sugiere una 

respuesta fotoprotectora ante un posible estrés. Los carotenos actúan como antioxidantes ayudando a 

disipar el exceso de energía y a reducir la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Ihnken et al., 

2011). En el tratamiento CC, este efecto podría estar asociado a la disminución del CO₂ disponible después 

de cuatro días de cultivo. 

En cuanto al valor de Fv/Fm en CC, este podría reflejar un desacoplamiento entre la eficiencia fotosintética 

y el crecimiento celular, posiblemente como consecuencia de la disminución de CO2. Este parámetro se ha 

descrito como un indicador temprano de estrés ante el agotamiento progresivo de nutrientes. Debido a 

esto, en diatomeas, el Fv/Fm tiende a disminuir conforme aumenta el tiempo de cultivo, con un valor 

inicial de 0.6 que pueden descender hasta 0.3 después de ocho días de cultivo (Tan et al., 2017). 

El hecho de que Chaetoceros muelleri, bajo las mismas condiciones de pH 7.8 y 110 µmol fotón m⁻² s⁻¹, 

presentara parámetros fotosintéticos de α = 0.016 ± 0.004, Ek = 109 ± 28 µmol fotón m⁻² s⁻¹ y rETRmax = 

33 µmol electrón m⁻² s⁻¹ (Ihnken et al., 2011), posiblemente indique una diferencia interespecífica con 

Chaetoceros sp. en CA, la cual podría reflejar ajustes en el fotosistema II (PSII), lo que permite una mayor 

captación de luz sin mejorar la eficiencia fotosintética. 

4.3 Calidad nutricional de Chaetoceros sp. por aumento de CO2 

4.3.1 Proteínas, lípidos y carbohidratos 

Se ha reportado que la acidificación en el océano, como consecuencia del cambio climático, afecta la 

composición bioquímica de los organismos marinos, especialmente los productores primarios, como las 

diatomeas. Estas pueden presentar alteraciones en la concentración de sílice, carbohidratos, proteínas y 

lípidos (Jin et al., 2020).  

En el caso de Chaetoceros sp. la concentración de proteínas fue similar entre el tratamiento con aumento 

de CO2 y el control. Esto puede explicarse porque el cultivo en fase exponencial favorece la síntesis de 

proteínas para sostener la producción de la maquinaria metabólica (DNA, RNA, enzimas) durante la 

reproducción (Vilém et al., 2016). Dado que la tasa de crecimiento fue mayor en CA, es probable que 

también se favoreció la síntesis proteica.  
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Por otro lado, la diferencia entre las menores concentraciones de carbohidratos y lípidos por célula 

observadas en condiciones de aumento de CO2, podrían relacionarse con una baja acumulación de 

sustancias de reserva, ya que el cultivo no se encontraba en fase estacionaria al momento del análisis (Liu 

y Benning, 2012; Mudimi et al., 2015).  

La disminución de carbohidratos y lípidos por célula en CA, puede relacionarse con el mantenimiento de 

la relación C/N en las células (Hennon et al., 2017; Liang et al., 2020), con la disminución del contenido 

orgánico por la reducción del tamaño celular o con la dirección del carbono fijado hacia rutas anabólicas 

inmediatas (síntesis de ácidos nucleicos, proteínas y estructuras celulares), en lugar de acumularlo como 

compuestos de reserva (carbohidratos o lípidos). En el caso de CC, también se puede atribuir el aumento 

de carbohidratos y lípidos a un mecanismo de compensación energética por estrés ante el limitado CO2 al 

final del experimento 

La etapa de crecimiento de los cultivos de microalgas influye significativamente en la composición 

bioquímica de las células, incluso bajo condiciones de aumento de CO2. Duncan et al. (2022), observaron 

que, bajo un gradiente acidificación (pH de 8.08 hasta 7.57), Chaetoceros spp. aumentó su contenido 

relativo de proteínas y lípidos bajo condiciones de alta concentración de CO2 (1263 µatm). Sin embargo, 

en tratamientos intermedios de CO2 (547-696 µatm), cuando el cultivo entró en la fase estacionaria, ambos 

compuestos disminuyeron. 

Con base en lo descrito anteriormente, se sugiere que la fase de crecimiento también puede modular la 

respuesta al CO2 mediante mecanismos de regulación metabólica por retroalimentación. En fase 

estacionaria, la acumulación de productos finales puede limitar la actividad de vías biosintéticas, incluso 

con aumento de CO2. Esto evidencia que el efecto del CO2 interactúa con factores internos del 

metabolismo celular de acuerdo al estado fisiológico y a las demandas metabólicas de la célula en cada 

fase de crecimiento. 

En otro estudio, cultivos de C. muelleri expuestos a pH de 7.85 con 1000 µatm de pCO2, la concentración 

de carbohidratos no presentó cambios significativos en comparación con el cultivo control, la 

concentración de proteínas disminuyó en más del 50% y la proporción de lípidos aumentó al doble. Estos 

resultados indican una estrategia de acumulación de sustancias de reserva como respuesta al estrés 

fisiológico inducido por el aumento de CO2 y aunque no se mencionó la fase de crecimiento de las células, 

después de 10 días de cultivo es probable que el cultivo hubiera entrado en fase estacionaria al momento 

del análisis favoreciendo la síntesis de compuestos de reserva (Liang et al., 2020). 
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Pequeños cambios en la disponibilidad de nutrientes para los productores primarios pueden tener efectos 

significativos en los niveles superiores de la red trófica (Jin et al., 2020). Los lípidos, son las macromoléculas 

con mayor aporte energético (Triacil glicéridos y SFA) y nutricional (PUFAs). Modificaciones en su 

concentración, en las diatomeas, pueden ser críticos para la supervivencia y reproducción de otros 

organismos, por ejemplo, el zooplancton (Duncan et al., 2022).  

4.3.2 Ácidos grasos 

En Chaetoceros sp., el aumento de CO2 provocó una disminución en la concentración de lípidos por célula 

(pg cel-1). Sin embargo, al considerar la concentración total de lípidos en el cultivo (mg), no se encontraron 

diferencias significativas entre tratamientos. Esto podría explicarse por la variación en la densidad celular: 

aunque en CA las células presentaron menor contenido de lípidos, el incremento en la densidad celular 

compensó esta reducción, de modo que la concentración total de lípidos fue comparable a la de CC e 

incluso mostró valores superiores.  

En cuanto a la concentración de ácidos grasos (mg), los resultados fueron similares entre ambos 

tratamientos, no obstante, el perfil de los mismos presentó variaciones significativas donde en CA se 

favoreció la proporción de PUFAs, mientras que en CC predominaron los SFAs. 

Este resultado apoya lo descrito en la sección 4.3.1 donde Chaetoceros sp. muestra una estrategia 

metabólica que favorece las funciones celulares esenciales (crecimiento) sobre el almacenamiento, ya que 

a pesar del aumento de CO2, las células aumentaron los niveles de EPA y DHA, mejorando el aporte de 

omega-3. Esto contrasta con lo observado en C. muelleri, donde el aumento de pCO2 a 1000 µatm y pH de 

7.8 causó una disminución en la proporción de EPA y DHA, acompañado de un aumento en la 

concentración de SFA como mecanismo de almacenamiento energético (Liang et al., 2020).  

De acuerdo con Leu et al. (2013), ante la acidificación océanica, la concentración de PUFAs (EPA y DHA) no 

está directamente relacionada con un aumento de pCO2, sino con la capacidad de cada especie de 

diatomea para tolerar condiciones ambientales cambiantes y crecer. Por lo tanto, en escenarios futuros 

de acidificación, la disminución de nutrientes esenciales, no se deberá a una disminución en su producción 

por las diatomeas, más bien, a la pérdida de la abundancia relativa de las especies que son capaces de 

sintetizar estos nutrientes. Por lo que esta pérdida podría afectar la transferencia de energía y nutrientes 
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a niveles tróficos superiores, particularmente en zonas costeras donde las diatomeas dominan las 

poblaciones del fitoplacton.  

El aumento de CO2 tuvo un efecto positivo sobre Chaetoceros sp., con un aumento en la tasa de 

crecimiento y sin ninguna alteración negativa en la calidad nutricional (proteínas y ácidos grasos omega-

3), sin embargo, es importante considerar si a largo plazo podrían presentarse efectos negativos que 

afecten la relación C/N y por lo tanto la síntesis de compuestos importantes para la nutrición oceánica. 

4.4 Integración de la respuesta transcriptómica y fisiológica  

Con el desarrollo de las plataformas de Secuenciación de Nueva Generación (NGS) el estudio del 

transcriptoma se ha centrado principalmente en la técnica de secuenciación de RNA (RNA-seq). Esta 

técnica permite cuantificar los transcritos, identificar genes activados o reprimidos, y comprender su 

función en un proceso metabólico, facilitando el análisis del impacto de factores ambientales sobre el 

metabolismo celular (Wang et al., 2009). 

En el caso de las diatomeas, el uso de RNA-seq ha enriquecido los estudios fisiológicos sobre la acidificación 

oceánica, al revelar las bases genéticas de su respuesta al aumento de CO2. Esto ha permitido una 

comprensión más integral del fenómeno y ha contribuido a predecir posibles efectos del CO2 sobre las 

poblaciones de diatomeas (Hoffmann et al., 2008; Endo et al., 2016). No obstante, los análisis 

transcriptómicos también han confirmado que estas respuestas varían entre especies, reflejando una 

diversidad metabólica. Por lo que, comprender estas respuestas moleculares y fisiológicas son 

fundamentales para anticipar los efectos del cambio climático sobre la estructura y el funcionamiento del 

fitoplancton, así como para diseñar estrategias de manejo y conservación de los recursos marinos (Hu et 

al., 2022). 

En Chaetoceros sp. el aumento de CO2 no resultó en cambios evidentes entre las rutas metabólicas 

enriquecidas y fue hasta que se analizaron los genes diferencialmente expresados dentro de cada ruta 

metabólica en donde se observó un cambio metabólico significativo. Esto sugiere que la respuesta 

metabólica de Chaetoceros sp. fue más específica y no involucró una activación generalizada de rutas 

completas, sino ajustes puntuales en ciertos genes al mantener los cultivos bajo las condiciones 

ambientales de los tratamientos CA y CC. 
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4.4.1 Crecimiento y fotosíntesis 

En el caso de la replicación celular se observó que, en CA las células mantienen un proceso activo de 

adición y eliminación de cebadores para el inicio de la replicación celular (DNA primase small subunit, 

ribonuclease HII) y el mantenimiento del ciclo celular en la fase S (CDC21-like protein) (Vilém et al., 2016). 

Lo descrito anteriormente, se relaciona fisiológicamente, con un aumento en la densidad celular y en la 

tasa de crecimiento de Chaetoceros sp. en CA.  

En el caso de CC también se observaron genes sobreexpresados relacionados con la replicación de DNA 

durante la fase exponencial de Chaetoceros sp., como la DNA polimerase y replication factor C37KD 

subunit. Sin embargo, estos genes también pueden relacionarse con procesos de reparación del DNA 

(Vilém et al., 2016; NCBI, 2025).  

En el caso de la fotosíntesis la sobreexpresión de genes encargados de la estabilidad estructural del PSII, 

PsbP y PsbM (Chain M, PSII reaction center protein M), observada en CA podría estar asociada a un proceso 

activo de reparación del PSII (Kawakami et al., 2010; Lu, 2016). Es probable que las células, al enfrentar un 

estrés metabólico derivado de la acumulación de protones en el citoplasma por la disminución de pH en 

el medio activaran medidas compensatorias (Shi et al., 2017). En este caso, pudo manifestarse con el 

incremento en la síntesis de carotenoides para evitar la formación de ROS que afectan las membranas o 

proteínas y en conjunto con los continuos mecanismos de reparación del PSII, permitió conservar valores 

altos de Fv/Fm, lo que aseguró un PSII funcional incluso en condiciones de acidificación. 

A pesar de lo descrito anteriormente, la disminución en el ETRmax en CA indica que los procesos 

posteriores a la captación de luz, se ven afectados. Esto sugiere que el cuello de botella podría encontrarse 

en la fase de transporte de electrones debido a limitaciones en la disponibilidad de aceptores electrónicos 

o a una desregulación metabólica inducida por la alta densidad celular. 

Aunque ambos tratamientos expresaron isoformas distintas de la enzima ferredoxin NADP reductase, 

responsable de la generación de NADPH para el ciclo de Calvin (Larkun, 2016), no se observa una tendencia 

clara en la modulación de fijación de carbono en CA, debido a que no se observaron otros genes 

sobreexpresados dentro del ciclo de Calvin. Por otro lado, la sobreexpresión de la enzima 

phosphoribulokinase en el tratamiento CC podrían indicar una mayor actividad de la RuBisCo, lo que 

sugeriría una mayor producción de esqueletos de carbono a través del ciclo de Calvin en CC en 

comparación con CA.  
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En otros estudios transcriptómicos bajo condiciones de aumento de CO2 se observó una tendencia a la 

subexpresión de genes relacionados con los procesos fotosintéticos y el ciclo de Calvin. Esto sugiere que, 

ante el aumento de CO₂, algunas especies de microalgas pueden mantener estables sus procesos 

fotosintéticos sin necesidad de activar o suprimir muchos genes, lo que podría indicar una respuesta 

conservadora o de ajuste fino frente al cambio ambiental. 

En Chlamydomonas reinhardtii expuesta a 1000 ppm de CO2 (Zhang et al., 2021), se detectó la 

subexpresión de genes asociados con el transporte de electrones en proteínas del PSI, PSII y el citocromo 

c6 en la fotosintesis; mientras que en el caso del ciclo de Calvin solo se encontró la subexpresión de la 

Ribosa 5-fosfato deshidrogenasa. A pesar de esto, se registró un aumento en en el valor de Fv/Fm, lo que 

sugiere que el incremento de CO2 puede mejorar la eficiencia cuántica del PSII, incluso cuando los genes 

relacionados con fotosíntesis presentaron menor expresión. Esto indica que estas rutas metabólicas 

continúan proporcionando la energía necesaria para la fijación y almacenamiento de carbono.  

En el caso de las diatomeas, se observó una respuesta similar, donde Chaetoceros affinis expuesta a 800 

ppm de CO2 (Hennon et al., 2017) registró la subexpresión de todos los genes relacionados con la 

fotosíntesis (complejo de evolución de oxígeno, complejo antena, clorofilas, citocromo c6 y ferredoxina) y 

con el ciclo de Calvin (RuBisCo). Este mismo patrón también se observó en Phaeodactylum tricornutum a 

1000 ppm de CO2 (Huang et al., 2019), Chaetoceros muelleri a 1000 µatm de pCO2 (Liang at al., 2020) y 

Skeletonema marinoi a 1000 ppm de CO2 (Zhang et al., 2021).  

Con base en esta evidencia, la respuesta de Chaetoceros sp. en CA podría representar un mecanismo de 

compensación metabólica específico ante la alta concentración de CO2, ajustando la expresión génica en 

las rutas de fotosíntesis y el ciclo de Calvin. Este ajuste podría permitir a las células mantener la fijación de 

carbono y el crecimiento, a pesar de una subexpresión en los genes asociados a estas rutas. 

4.4.2 Metabolismo energético y síntesis de ácidos grasos 

En el tratamiento con alta concentración de CO2, el análisis del metabolismo energético sugiere que la 

glucólisis está activa para la producción de piruvato, como lo indica la sobreexpresión de genes clave como 

fructose-bisfosphate aldolase 1 y fructose-1,6-bisphosphatase. El piruvato producido se convierte en 

Acetyl-CoA a través de la acción de los genes lipoamide deshidrogenase y acetyl-coenzime a synthetase, el 
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cual alimenta el ciclo de Krebs (a través de la 3-oxoglutarate dehydrogenase) así como la síntesis de lípidos 

(mediada por malonyl-CoA-acyl carrier protein transacylase) (Raven y Beardall, 2016).  

Particularmente, con los genes sobreexpresados en CA, los esqueletos de carbono se incorporaron en la 

ruta de síntesis de ácidos grasos (por medio de 3-oxoacyl- [acyl-carrier protein]), destacando la 

participación de long-chain acyl-CoA synthetase 4 en la elongación de PUFAs, como el EPA (Khozin-

Goldberg, 2016). Esto podría indicar que el aumento en la proporción de PUFAs en CA fueron incorporados 

en las membranas celulares, aumentando su fluidez, facilitando el transporte de metabolitos e iones o 

como reeplazo continuo de las membranas. Este hecho respalda la hipótesis de un mecanismo de 

compensación estructural para mantener la funcionalidad celular bajo estrés por acidificación, en el cual 

la célula reemplaza constantemente componentes de sus membranas, posiblemente como respuesta a la 

disminución del pH intracelular, tal como se observó en P. tricornutum y C. muelleri a 800 µatm y pH 7.8 

(Shi et al., 2019). 

Considerando los estudios revisados sobre fotosíntesis, ciclo de Calvin y metabolismo energético, se 

observa un patrón común en varias especies ante el aumento de CO2. En C. reinhardtii (Zhang et al., 2021), 

se reportó una sobreexpresión de genes de la glucólisis para la producción de piruvato, lo cual también se 

observó en Chaetoceros sp. en CA. Además, en C. reinhardtii se sobreexpresó la enzima 2-oxoglutarato 

deshidrogenasa junto con otros intermediaros del ciclo de Krebs (succinil-CoA, fumarato y oxalacetato) 

involucrados en la síntesis de aminoácidos. La sobreproducción de acetil-CoA favoreció la síntesis de ácidos 

grasos, diferentes a los obtenidos en CA, como el ácido mirístico, palmítico y oleico. 

En el caso de la diatomea S. marinoi (Zhang et al., 2021) se identificó un flujo de energía similar desde el 

ciclo de Krebs y la glucólisis, con la sobreexpresión de intermediaros clave, al igual que en CA. Sin embargo, 

debido a la reducción del crecimiento celular de S. marinoi, se favoreció la síntesis de PUFAs sobre los 

ácidos grasos de novo (producidos en el cloroplasto como el C:16 y C:18). Además de que la ruta de la beta 

oxidación se encontró activada para mantener la viabilidad celular ante el estrés de CO2 elevado. De forma 

comparable, C. affinis, se observó un aumento en la expresión de genes relacionados con la síntesis y 

degradación de ácidos grasos, lo cual sugiere un mecanismo compensatorio ante el estrés del aumento de 

CO2. 

En C. muelleri (Liang et al., 2020) se encontró que la principal fuente de energía también provenía del ciclo 

de Krebs y especialmente de la glucólisis, debido a la sobreexpresión de genes como la fosfato isomerasa, 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa y fosfoglicerato quinasa. A pesar de la subexpresión de la acetyl-
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CoA carboxilasa el contenido de lipídico fue mayor al control indicando una redirección del flujo 

metabólico. 

Finalmente, a diferencia de las especies antes descritas, se ha visto que en P. tricornutum (Huang et al., 

2019) no se observó una compensación energética ante la subexpresión del ciclo de Calvin, debido a que 

los genes clave de la glucólisis (fosfoglicerato quinasa) y del ciclo de Krebs (gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa y malato deshidrogenasa) se encontraron subexpresados. Sin embargo, la densidad 

celular aumentó, lo que sugiere una estrategia basada en la reducción del metabolismo para favorecer el 

crecimiento en condiciones de CO2 elevado. 

Con base en esta información se observa que Chaetoceros sp. en CA compartió el mismo mecanismo de 

compensación energético que otras diatomeas ante el aumento de CO2, sin embargo, se destaca que la 

capacidad para dirigir la energía, el carbono y el tipo de PUFAs es específico de cada especie. Estos 

hallazgos refuerzan la idea de que, aunque las diatomeas comparten una respuesta metabólica general 

frente al aumento de CO₂, la forma en que esta energía se canaliza hacia productos específicos, como los 

ácidos grasos poliinsaturados, parece ser una característica regulada finamente a nivel de especie. Esta 

especificidad metabólica podría estar relacionada con diferencias genéticas y ambientales que 

condicionan las rutas de biosíntesis y degradación lipídica, lo que tiene implicaciones desde el punto de 

vista ecológico además de su uso en biotecnología y acuicultura. 
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Capítulo 5.  Conclusiones  

El aumento de CO₂ en los cultivos de Chaetoceros sp. modifica procesos fisiológicos que reflejan una 

estrategia de adaptación a la acidificación del medio. En el tratamiento con aumento de CO2 (CA), se 

observó un incremento en la tasa de crecimiento y en la densidad celular, acompañado por una reducción 

del peso por célula. Aunque esta reducción afectó la concentración de biomasa, se registró un aumento 

en los pigmentos fotosintéticos, como una probable respuesta al autosombreado generado por la alta 

densidad de células y a un mecanismo de compensación por estrés fisiológico. 

En cuanto a la composición proximal, el contenido proteico se mantuvo estable entre tratamientos, 

mientras que los lípidos y carbohidratos por célula disminuyeron en CA, posiblemente debido a que el 

cultivo aún no alcanzaba la fase estacionaria. A pesar de esto, la proporción de PUFAs, como EPA y DHA, 

no presentaron cambios significativos, lo que sugiere que Chaetoceros sp. mantuvo su contenido de 

omega-3 bajo condiciones de alto CO₂. 

Desde un enfoque transcriptómico, Chaetoceros sp. mostró una reconfiguración metabólica específica 

bajo condiciones de acidificación. Se detectó una activación de la glucólisis y rutas asociadas a la síntesis 

de lípidos, con una posible incorporación de PUFAs en las membranas celulares. La expresión diferencial 

de genes involucrados en crecimiento, fotosíntesis y metabolismo energético corroboran un mecanismo 

compensatorio para sostener el crecimiento y la funcionalidad celular en escenarios de acidificación. 

Frente al aumento de CO₂ Chaetoceros sp. demostró estrategias fisiológicas y transcriptómicas que le 

permitieron adaptarse manteniendo su calidad nutricional y capacidad de crecimiento durante cuatro días 

de cultivo. Esta resiliencia resalta su importancia ecológica como componente clave del fitoplancton 

costero y para aplicaciones en acuicultura. Su habilidad para reconfigurar el metabolismo sin perder valor 

nutricional sugiere que Chaetoceros sp. podría mantener su funcionalidad y persistencia en futuros 

escenarios de cambio climático.  
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Capítulo 6.  Recomendaciones  

Extender el periodo experimental e incluir fases más avanzadas del cultivo (como senescencia) para 

evaluar si las respuestas observadas se mantienen o se modifican con el tiempo según la fase de 

crecimiento de los cultivos. 

Realizar análisis metabolómicos y proteómicos para complementar los datos transcriptómicos y confirmar 

si los cambios en la expresión génica se traducen en una respuesta funcional a nivel de proteínas y 

metabolitos. 

Incluir más especies de microalgas y comparar diferentes especies de Chaetoceros u otras diatomeas 

costeras para evaluar si las respuestas son específicas. 
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Anexos 

Anexo A. Protocolo para la determinación de alcalinidad 

Principio: La alcalinidad se cuantifica como la presencia de especies iones hidroxilo (OH-) en una muestra 

de agua como resultado de la disociación o hidrólisis de solutos (carbonatos, fosfatos, silicatos, boratos). 

Estos solutos reaccionan con la adición de un ácido estandarizado a un punto de inflexión. 

Objetivo: Determinar la alcalinidad total en muestras de agua de mar por medio de titulación ácida 

utilizando ácido sulfúrico (H2SO4) 0.02N como titulante. 

Reactivos:  

Na2CO3 0.05 N: Secar en mufla de 3 a 5 g de reactivo a 250 °C durante 4 h, transcurrido el tiempo, dejar 

secar en un desecador. Pesar 2.5 g y diluir en 1 l de agua destilada en un matraz volumétrico. 

H2SO4 0.1 N: Se diluyen 2.8 ml de H2SO4 concentrado en 500 ml de agua destilada para obtener una 

concentración de 0.1 N 

H2SO4 0.02 N: Se diluyen 100 ml de H2SO4 0.1 N con 400 ml de agua destilada para obtener una 

concentración de 0.02 N. 

Verde de Bromocresol (pH 4.5): Disolver 100 mg de indicador en 100 ml de agua destilada y almacenar en 

un frasco ámbar. 

Fenolftaleína (pH 8.3): Disolver 5 g de indicador y disolver en 500 ml de etanol, homogeneizar y agregar 

500 ml de agua destilada. Filtrar si hay formación de precipitado. Almacenar en un frasco ámbar. 

Procedimiento:  

1. Valoración normalidad H2SO4 0.02N 

Agregar 15 ml de solución Na2CO3 0.05N en 85 ml de agua destilada. Colocar la solución en un vaso de 

precipitado con un agitador magnético en una placa de agitación. Colocar el electrodo del potenciómetro 
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(previamente calibrado con soluciones buffer) en la solución (cuida que el agitador no pegue con el 

electrodo). Titular la solución con H2SO4 0.02N hasta pH ≈5. 

Despues de la titulación tapar el vaso de precipitados con un vidrio de reloj y calentar la solución hasta 

ebullición por 3-5 min (eliminación de CO2 producto de la reacción que puede interferir con el resultado). 

Dejar enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, sin destapar el vaso para posteriormente enjuagar 

la tapa del vaso con un poco de agua destilada. Colocar nuevamente el electrodo del potenciómetro y 

titular hasta el punto de inflexión a pH 4.5  

Calcular la normalidad de la solución con la siguiente ecuación:  

𝑁 =  
𝐴 × 𝐵

53 × 𝐶
 

(6) 

Donde: 

A = g de Na2CO3 en la solución de 1 L (2.5 g) 

B= ml Na2CO3 para titulación (15 ml) 

C= ml de H2SO4 usado 

2. Titulación  

Tomar 50-100 ml de muestra para titulación en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Colocar en el agitador 

magnético y encenderlo para homogeneizar la muestra. Agregar 5 gotas de indicador fenolftaleína, si la 

solución vira a fucsia titular con H2SO4 0.02N hasta que la solución sea incolora. Después agregar 5 gotas 

de indicador verde de bromocresol y titular con H2SO4 0.02N hasta que la solución vire de azul a verde 

(aprox. pH 4.5).  

Registrar el gasto de H2SO4 0.02N y realizar el cálculo de alcalinidad total con la siguiente ecuación: 

𝐴𝑙𝑐𝑎𝑙𝑖𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑚𝑔 𝐶𝑎𝐶𝑂3 𝑙−1) =  
𝐴 × 𝑁 × 50000

𝑚𝑙 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 

(7) 

Donde: 

A= ml de H2SO4 utilizado 

N= Normalidad del ácido estandarizado 


