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Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Directora de Tesis

Las microalgas son utilizadas en la acuicultura como alimento vivo en diversas
etapas o durante todo el ciclo de vida de moluscos, crustaceos y peces. Por lo anterior
se requiere encontrar métodos para tener en disponibilidad altas densidades celulares
con composicioén proximal acorde a los requerimientos del organismo en cultivo. Ademas,
se requiere buscar alternativas para disminuir el continuo mantenimiento de cultivos de
microalgas vivas y optimizar la produccion de biomasa incrementando la cantidad y
calidad de los cultivos por medio de modificacion de variables ambientales. La diatomea
bentonica Amphora sp. produce sustancias poliméricas extracelulares lo que incrementa
su fuerza de adhesién. También se ha encontrado que es alimento comun de postlarvas
de abulon en el medio natural. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
absorcién y la composicién espectral de la luz sobre el crecimiento y la composicion
proximal de Amphora sp. Ademas, se evalud la viabilidad para el crecimiento de los
cultivos almacenados en frio a 4 °C (por refrigeracion, sin crioprotectantes) y a -196 °C
(criopreservacion) durante 8 y 16 semanas con adicion de glicerol y DMSO durante 8 y
16 semanas. Las propiedades bio-6pticas de Amphora sp. fueron evaluadas para conocer
el PUR (energia fotosintéticamente utilizable). El crecimiento, la composicion proximal y
el contenido de pigmentos de Amphora sp. son modificados por el efecto de la
composicidén espectral de la luz y la fase de crecimiento. El contenido de proteinas fue
mayor con luz blanca en fase exponencial; mientras que el mayor contenido de
carbohidratos se encontré con GroLux en fase estacionaria. El mayor contenido de lipidos
se encontré en la fase exponencial. El contenido de clorofila a, carotenoides, peso seco
organico y cenizas fueron mayores en la fase exponencial al utilizar luz amarilla. La PUR
calculada se encontré entre los 21.1 umol m?2 sty los 27.5 pmol m? s de luz blanca. La
fotosintesis maxima (Pmax) y la mayor eficiencia fotosintética (a) se presentaron al utilizar
la luz azul. La mayor intensidad de luz de saturacién (Ex) fue con la luz amarilla. Los
cultivos de Amphora sp. preservados a 4 °C mantuvieron su viabilidad después de 8y 16
semanas de almacenamiento. No se encontraron bacterias tipo Vibrio en los cultivos
preservados ni en los criopreservados. El glicerol mostré ser el mejor crioprotectante para
la criopreservacion de Amphora sp. en los cultivos provenientes de luz blanca ya que
tuvieron mayor crecimiento. La composicion proximal de las células criopreservadas fue
influenciada por la composicion espectral de la luz y por el tipo de crioprotectante,
obteniendo mayor contenido de proteinas y lipidos con el uso de glicerol y luz blanca. El
mayor contenido de pigmentos se presentd con el DMSO con luz verde.

Palabras clave: Amphora sp., calidad de luz, energia fotosintéticamente utilizable
(PUR), preservacion en frio y criopreservacion, composicion proximal y pigmentos,
crecimiento, viabilidad celular.
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Abstract approved by:
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Director Thesis

Microalgae are used in aquaculture as live food in several stages or throughout the
life cycle of mollusks, crustaceans and fish. Therefore, it is necessary to find methods to
obtain high cell densities with proximal composition according to the requirements of
cultured organism. In addition, it is necessary to seek alternatives to reduce ongoing
maintenance of live microalgae cultures and optimize biomass production to increase the
quantity and quality of cultures through modification of environmental variables. The
benthic diatom Amphora sp. produces extracellular polymeric substances that enhance
and strong surface adhesion. Also, Amphora sp. is a common abalone post larvae food
in the natural habitat. The aim of this study was to evaluate the effect of absorption and
the spectral composition of light on cultures of Amphora sp. and the proximal composition.
Furthermore, the viabilty Amphora sp. stored at 4 °C (refrigeration, without
cryoprotectant) and at -196 °C (cryopreservation) with DMSO or glycerol was evaluated
for 8 to 16 weeks. The bio-optics properties of de Amphora sp. were evaluated to
determine the Photosynthetically Usable Radiation (PUR). Growth, proximate composition
and content of pigments of Amphora sp. were modified due to the effect of the spectral
composition of light and growth phase. The protein content was higher in exponential
phase when white light was used; while carbohydrate content increased in stationary
phase with GroLux. The lipid content increased in the exponential phase. Chlorophyll a,
carotenoids, organic dry weight and ash content were higher in the exponential phase
using yellow light. The calculated PUR was found between 21.1 pmol m2 st and 27.5
umol m2 st of white light. The maximum photosynthesis (Pmax) and higher photosynthetic
efficiency (a) were found when blue light was used. The higher light saturation (Ex) was
with the yellow light. The cultures of Amphora sp. maintain their viability after 8 to 16
weeks of storage at 4 °C. No vibrio bacteria were found in the cultures preserved (4 °C)
or cryopreserved (-196 °C). Glycerol was the best cryoprotectant for cryopreservation of
Amphora sp. cultured with white light as they had higher growth. The proximate
composition of the cryopreserved cells was influenced by the spectral composition of light
and type of cryoprotectant. Higher content of proteins and lipids were found in samples
containing glycerol and growth with white light. The highest content of pigments was found
in samples containing DMSO and grown with green light.

Keywords: Amphora sp., light quality, PUR (Photosynthetically Usable Radiation),
cold preservation y cryopreservation, proximal composition y pigments, growth,
cellular viability.
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Capitulo 1. Introduccion

Las microalgas son un grupo de organismos con una alta diversidad ya que habitan
en diversos tipos de ambientes acuaticos. Su importancia radica en que son los
productores primarios de los ambientes acuaticos, con una capacidad particular de
transformacion de la energia luminica en energia quimica, la que almacenan en forma de
aceites, carbohidratos y proteinas, principalmente. Son organismos fotoautétrofos con
presencia de pigmentos captadores de luz y fotoprotectores (Margalef, 1993; Johnsen y
Sakshaug, 1996; Stevenson et al., 1996; Siqueiros-Beltrones, 2002; Del Pozo-Pérez,
2010; Demirbas y Demirbas, 2010; Kim, 2015).

Ademas de su importancia como productores primarios, los cultivos de microalgas
son relevantes en la obtencién de su biomasa y como fuente de polisacéridos, lipidos,
proteinas, pigmentos, esteroles, enzimas, antibidticos y diversos tipos de compuestos
farmacéuticos y muchos otros productos quimicos (0 sus precursores), como son el
biohidrégeno, biometano y bioetanol que son producidos para su posterior uso en
diversas industrias, que van desde el cuidado de la salud hasta la produccién de energia
y la alimentacion animal y humana (Becker, 1994; Spolaore et al., 2006; Marchetti et al.,
2012).

Una de las mayores aplicaciones de los cultivos de microalgas es en la industria
acuicola, la cual se encuentra en rapida expansion. Las microalgas son utilizadas como
alimento para todos los estadios de vida de los moluscos bivalvos, en los primeros
estadios larvales de crustaceos y de peces, asi como en el cultivo de zooplancton
(Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006; Yoshioka et al., 2012; Welladsen et al., 2014). Un
caso relevante del uso de las microalgas en la industria acuicola es la alimentacién de
las postlarvas y los juveniles de abulon, con diversas especies de diatomeas bentdnicas
(Correa-Reyes, 2001; Simental-Trinidad et al., 2001; Mercado et al., 2004; Sanchez-
Saavedra, 2007; Correa-Reyes et al.,, 2009; Sanchez-Saavedra, 2013). El cultivo de

abulon es una actividad de con un valor comercial importante a nivel mundial y regional.



Debido al crecimiento mundial de la acuicultura, la demanda de microalgas va en
aumento y su cultivo es considerado un punto clave en las instalaciones comerciales de
criaderos acuicolas (Heasman et al., 2000). Asi mismo, el cultivo de microalgas
representa un costo economico alto alcazando entre aproximadamente el 30 a 40% de

los costos de operacion de las empresas (Heasman et al., 2000).

En el desarrollo de las actividades acuiculturales es necesaria la optimizacién de
los recursos, por lo que se requiere el uso de la tecnologia para encontrar posibles
soluciones al mantenimiento continuo de los cultivos de microalgas vivas (Coutteau y
Sorgeloos, 1992). La preservacion de la biomasa microalgal como dieta alternativa en
pastas es un método eficiente para reducir los altos costos econdmicos que implica el
mantenimiento continuo de los cultivos (Becker, 1994; Tzovenis et al., 2004). Sin
embargo, también es necesario buscar formas de preservacion de la biomasa microalgal
sin el uso de compuestos quimicos y/o crioprotectores, ya que la biomasa microalgal no
puede ser utilizada directamente como alimento para otros organismos después del
proceso de preservacion ya sea en frio (4 °C) o bien criopreservadas (-196 °C) (Cafavate
y Lubian, 1995,1997; Sdnchez-Saavedra y Nufiez-Zarco, 2015).

Otro aspecto para optimizar la produccibn de biomasa microalgal es la
modificacion de las variables ambientales para variar el metabolismo celular y producir
cambios en el crecimiento y en la composicion proximal (Muller-Feuga et al., 2007). Una
de las variables ambientales para el crecimiento microalgal es la luz. Las caracteristicas
espectrales, asi como la cantidad de la luz influyen en el crecimiento poblacional al afectar
la fotosintesis, modifican la cantidad y composicion de los componentes celulares, por lo
gue se ve afectada su calidad nutricional para la aplicacién en la acuicultura (Sanchez-
Saavedra y Voltolina, 1996; Mercado et al., 2004; Muller-Feuga et al., 2007; Dubinsky y
Stambler, 2009).



Antecedentes
Caracteristicas de las diatomeas

Las diatomeas son organismos unicelulares o coloniales (~1 a 500 pum de longitud),
algunas son plancténicas y otras bentdnicas, y constituyen uno de los grupos mas
comunes del fitoplancton, poseen una pared celular rigida de silice denominada frustula,
la cual consta de dos valvas, la epiteca (valva superior) y la hipoteca (valva inferior). La
fristula se encuentra fuera del plasmalema y consta de una forma hidratada de diéxido
de silicio (tipo hidratado u opalina) y de material organico (acido péctico); su formacién
es el resultado del inicio de la valva dentro de una vesicula de deposicion de silice durante
la divisién celular. La frustula puede estar bastante perforada (punteada, aureolada) u
ornamentada (costillas nédulos, rafes, espinas), lo que sirve para la identificacion de
especies (Parkinson y Gordon, 1999; Siqueiros-Beltrones, 2002). Ademas, las diatomeas
poseen adaptaciones morfologicas Unicas y pueden ser céntricas (simetria radial) o
pennadas (forma elongada y estrias), éstas Ultimas presentan una mayor diversidad
morfolégica y en consecuencia mayores adaptaciones al bentos (Parkinson y Gordon,
1999; Siqueiros-Beltrones, 2002).

Las diatomeas son componentes abundantes y comunes del plancton y son
responsables del 25% al 40% de la productividad primaria neta mundial de carbono
organico (Werner, 1977). Las diatomeas se clasifican dentro de la division Bacillariophyta.
Los pigmentos que contienen las diatomeas son principalmente la clorofila a, c y c,
ademas de fucoxantina, diatoxantina, diadinoxantina, B-B caroteno, dichos pigmentos
estan contenidos en numerosos cloroplastos (Siqueiros-Beltrones, 2002; Jeffrey et al.,
2011). La mayor absorcion de los carotenoides contenidos por las diatomeas se da en la
region verde-amarilla del espectro de luz visible (Arbones et al., 1996). Los productos de
reserva de este grupo de microalgas son el crosilaminaran y la glucosa, asi como gotas
de aceite conocidas como plastoglébulos (Siqueiros-Beltrones, 2002; Larkum et al.,
2003).

Las diatomeas son ampliamente utilizadas como alimento para el cultivo de
moluscos bivalvos, camarones, copépodos y rotiferos (Siqueiros-Beltrones, 2002;

Welladsen et al., 2014). Las diatomeas que habitan el bentos son organismos capaces
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de formar biopeliculas sobre el sustrato en el que viven, lo cual es una fuente importante

de alimento para ciertos invertebrados marinos (Silva-Aciares y Riquelme, 2008).

En el medio natural las diatomeas bentonicas son consumidas directamente del
bentos mediante el pastoreo, por una gran variedad de organismos acuaticos, entre los
que destacan los moluscos con radula (postlarvas de abulén), peces y crustaceos
(Sigueiros-Beltrones, 2002; Kawamura et al., 1995). Sin embargo, a pesar de que
diversos organismos se alimentan de forma directa o indirecta de las diatomeas
bentonicas es poco lo que se ha documentado sobre este tema (Siqueiros-Beltrones,
2002). Las diatomeas bentdnicas son la fuente principal de alimento de postlarvas y
juveniles de abulon (Correa-Reyes, 2001; Correa-Reyes et al., 2009) y dentro de las
especies reportadas para dicho fin se encuentra Amphora sp. (Siqueiros-Beltrones, 2002;
Siqueiros-Beltrones y Argumedo-Hernandez, 2015) que, pertenece al grupo de
diatomeas bentdnicas que se encuentran en modo solitario (Roberts et al., 2000) y
secreta sustancias poliméricas extracelulares o EPS (por sus siglas en inglés) y estan
compuestas por dos polisacaridos neutros como son la fucosa y la galactosa (Zhang et
al., 2008).

Todas las diatomeas bentonicas pertenecientes al género Amphora presentan una
movilidad baja debido principalmente a su gran fuerza de adhesion al sustrato en que
habitan (Hudon y Bourgetm, 1983). Se ha reportado que los juveniles de Haliotis asinina
se alimentan principalmente de diatomeas bentodnicas, tales como: Nitzschia, Amphora,

Cocconeis, Navicula y Diploneis (Upatham et al., 1998).

De acuerdo con Flores-Vergara (1998) la diatomea bentdnica Amphora catenula
forma tapetes en el sustrato, los que se adhieren con gran fuerza y se distribuyen
homogéneamente. En comparacion con los géneros Navicula y Nitzschia, la especie de
A. catenula requiere un menor tiempo para realizar la fijacién al sustrato. Se reporta que
Amphora catenula es de tamafno celular pequefio (8.1 — 16.2 pm) y que posee altos
porcentajes del &cido grasos 20:4 n-6 (acido araquidonico), 20:4 n-3 (acido

eicosatetraenoico) y 22:6 n-3 (acido docohexaenoico).

En la dltima década se ha desarrollado el interés de producir antioxidantes

naturales, provenientes de organismos fotoautétrofos, por lo que se han desarrollado
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investigaciones en las que se reportan a las diatomeas benténicas como buenos
candidatos para la obtencién de dichos productos, entre las que destaca Amphora
coffeaeformis, dado que contiene un efecto notable sobre los radicales libres en la
fraccion n-hexano, lo que sugiere que los compuestos bioactivos son liposolubles y que
pueden ser obtenidos a partir de pigmentos y de esteroides de este grupo de organismos
(Lee et al., 2009).

En estudios realizados por de la Pefia (2007) se concluy6 que la intensidad de la
luz y el medio de cultivo, no tienen efectos significativos sobre el crecimiento celular de
Amphora sp. Sin embargo, la composicion bioquimica varié con los niveles de
enriquecimiento nutricional del medio de cultivo y puede tener un alto contenido de lipidos
con el medio “f/2”. Los resultados obtenidos en el contenido de &acidos grasos
poliinsaturados de las series n-3 y n-6 de Amphora sp. indicaron que son niveles
aceptados para la alimentaciéon de larvas de abulén. Los contenidos de proteinas,
carbohidratos y clorofila a de esta especie se ven afectados por el enriquecimiento de la

concentracion del medio de cultivo pero no por el nivel de la irradiancia.

En la fase de crecimiento exponencial Amphora sp. tienen altos contenidos de
proteinas, lipidos y carbohidratos, que son necesarios para la alimentacion adecuada de
juveniles de abulén. El tamafio celular de Amphora sp. y sus parametros biométricos
cumplen con el criterio de Hahn (1989) respecto al tamafio adecuado de las células de
diatomeas para ser suministradas como alimento, y se considera que esta especie es un

buen candidato para la produccion de abulon en cultivo (Courtois et al., 2012).

Efecto de la composicion espectral de la luz

El espectro de la luz visible corresponde a las longitudes de onda de 400 a 700
nm cuya funcion es esencial, ya que es el espectro utilizado para la reaccion de la
fotosintesis (asimilacion de carbono); esta porcidén del espectro de luz es conocido como
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) (Geider y Osborne, 1992; Rodriguez-Garcia y
Virgbs-Rovira, 1998; Lopez-Figueroa y Vifiegla, 2009; Beer et al., 2014; Kula et al., 2014
a). Sin embargo, para que la PAR se utilice de forma eficiente en la fotosintesis necesita

ser absorbida por los pigmentos fotosintéticos. Es justo esta porcién del espectro la que
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se define como Energia Fotosintéticamente Utilizable (PUR); es decir que, es la energia
proveniente de la longitud de onda adecuada para ser absorbida por el aparato

fotosintético de la microalga (Morel, 1978).

De acuerdo con Morel (1978) la PUR es dependiente tanto de la composicion de
los pigmentos como de la composicion espectral de la luz. EI PUR no puede ser medido
directamente, por lo que es necesario conocer la irradiancia espectral y el espectro de
absorcion in vivo del fitoplancton, para asi calcular la energia que realmente esta
utilizando la poblacién fitoplanctonica para llevar a cabo sus procesos celulares. Por lo
que, las propiedades Opticas de la célula definen la cantidad de energia incidente que se
encuentra en disponibilidad para llevar a cabo todos los procesos involucrados en la

fotosintesis (Geider y Osborne, 1992).

La importancia de conocer la PUR radica en que es un concepto util para la
interpretacion de las fotoadaptaciones que presentan los organismos fotosintéticos, por
lo tanto es utilizado también en la fotobiologia y fotoecologia (Dunstan, 1982). Aunado a
lo antes descrito, se encuentra la calidad y cantidad espectral de la luz, ya que son
factores necesarios para la elucidacion de la optimizacion de la PAR (Dunstan, 1982).
Por lo tanto, la composicién espectral de la luz es un factor que puede modificar la tasa
de crecimiento en las microalgas, debido a que afecta el metabolismo y causa variaciones
en la composicion bioquimica (Correa-Reyes, 2001; Sanchez-Saavedray Voltolina, 2006;
Vadiveloo et al., 2015).

Las microalgas poseen gran plasticidad metabdlica, o que les confiere la
capacidad de adaptarse a variaciones tanto en la calidad (composiciébn) como en la
intensidad (tasa de flujo de fotones) de luz (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002). El
metabolismo y la composicion de las microalgas pueden ser manipulados entonces con
la utilizacién de diferentes fuentes de luz con distinta composicion espectral, lo que puede
utilizarse en la acuicultura como una estrategia de obtencion de diferentes dietas para
alimentar a los organismos de cultivo con solamente una especie de microalga (Sanchez-

Saavedra y Voltolina, 1995; Sdnchez-Saavedra y Voltolina, 1996).

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre el efectos de las distintas

longitudes de onda de la luz en cultivos algales, comprobando que éstas variables
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producen cambios en el crecimiento y metabolismo de las microalgas, asi como en la
estructura y composicion de los pigmentos (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1995;
Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996; Correa-Reyes, 2001; Sanchez-Saavedra y
Voltolina, 2002; Mercado et al., 2004; Godinez-Ortega et al., 2008; Vadiveloo et al., 2015).
Se reporta que para Chaetoceros sp. y Skeletonema costatum el crecimiento se ve
incrementado con el espectro producido por la mezcla de la luz azul y la luz verde
(Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002) y para Thalassiosira pseudonana y Tisochrysis
lutea la luz blanca es la que aumenta el crecimiento poblacional (Sdnchez-Saavedra y
Voltolina, 2002; Sanchez-Saavedra et al., 2015). La luz azul genera las mayores
densidades poblacionales en los cultivos de Scenedesmus obliquus (Fernandez-
Robledo, 2013), Isochrysis galbana (Yoshioka et al., 2012; Gorai et al., 2014), Dunaliella
salina, Chaetoceros gracilis, Heterocapsa circularisquama (Gorai et al.,, 2014),
Nannochloropsis sp. (Vadiveloo et al., 2015), Haslea ostrearia (Mouget et al., 2005) y
Coscinodiscus granii (Su et al., 2015), en éstas Ultimas dos especies la luz amarilla

produce el menor crecimiento poblacional.

Se conoce que de forma general que el espectro de la luz azul produce una mayor
tasa de crecimiento en comparacion con otras longitudes de onda de la luz. Esto ha sido
demostrado para el cultivo de Haslea ostrearia (Mouget et al., 2005), Scenedesmus
obliquus (Fernandez-Robledo, 2013), Tisochrysis lutea (Sdnchez-Saavedra et al., 2015)
y Halymenia floresii floresii (Godinez-Ortega et al., 2008). Ademas, por el uso de la luz
azul se han encontrado cambios en el tamafio celular de distintas especies de diatomeas

benténicas (Mercado et al., 2004).

El metabolismo de las microalgas es modificado por la composicion espectral de
luz en cultivos de diversas especies de microalgas, 10 que resulta en variaciones en la
composicién proximal de la especie y en el contenido de pigmentos (Sanchez-Saavedra
y Voltolina, 2002; Sanchez-Saavedray Voltolina, 1996). Las concentraciones relativas de
los componentes organicos e inorganicos de las células cultivadas dependen de la
irradiancia y de composicion espectral de la luz (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996).
Asi mismo, otro factor que tiene influencia en la composicion proximal es la fase de
crecimiento del cultivo (Sanchez-Saavedra et al., 2015), el aumento en el contenido de

proteinas produce un descenso en el contenido de lipidos (Sanchez-Saavedra y Voltolina,
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1996). De acuerdo con Morris (1981), el crecimiento continuo de fitoplancton en
condiciones controladas y sistemas estéticos, puede generar un incremento en la sintesis
de carbohidratos y lipidos, lo cual se debe principalmente a la deficiencia de nitrogeno lo
gue conlleva al incremento de compuestos no-nitrogenados y ocasiona el decremento en

la sintesis de proteinas.

El efecto de la luz azul ha sido ampliamente investigado, confirmando el
incremento en la sintesis de proteinas para distintas especies de microalgas (Sanchez-
Saavedra y Voltolina, 1996; Sdnchez-Saavedra y Voltolina, 2006; Marchetti et al., 2013;
Sanchez-Saavedra et al., 2015). A pesar de esto, en el cultivo de la clorofita
Scenedesmus obliquus el mayor contenido de proteinas se obtiene con la luz roja
(Fernandez-Robledo, 2013), con la diatomea benténica Navicula incerta el mayor
contenido de proteinas es evaluado con el espectro de la luz blanca (Mercado et al.,
2004) y con la diatomea plancténica Chaetoceros sp. el contenido de proteinas se
incrementa con el espectro de la luz GroLux (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006). La
tendencia general de respuesta es que durante la fase de crecimiento exponencial el
contenido de proteina es mayor en los cultivos de Nitzschia laevis, Nitzschia thermalis
var. minor y Navicula incerta (Simental-Trinidad et al., 2001), Chaetoceros sp. (Sanchez-
Saavedra y Voltolina, 2006), Rhodomonas sp. (Lafarga-de la Cruz et al., 2006) y en

Scenedesmus obliquus (Fernandez-Robledo, 2013).

La luz azul y la luz blanca producen un incremento en el contenido de
carbohidratos en los cultivos de las diatomeas bentonicas Nitzschia laevis, Nitzschia
thermalis var. minor y Navicula incerta (Simental-Trinidad et al., 2001), la diatomea
plancténica Chaetoceros sp. (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006) y para la haptofita
Isochrysis sp. (Marchetti et al., 2012). Sin embargo, la luz azul produce un decremento
en el contenido de carbohidratos en los cultivos de Nannochloropsis sp. (Vadiveloo et al.,
2015) y Scenedesmus obliquus (Fernandez-Robledo, 2013), en esta ultima especie el
contenido de carbohidratos disminuye con la luz roja, este efecto se produce por el hecho
de que la luz azul incrementa la actividad de las enzimas de respiracion y por lo tanto se
obtiene un decremento en sintesis de carbohidratos (Sanchez-Saavedra y Voltolina,
1996; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006; Marchetti et al., 2012; Vadiveloo et al., 2015).
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La respuesta de sintesis de constituyentes celulares resulta diferente para distintas
especies, el espectro de la luz blanca y la luz azul producen un aumento en el contenido
de lipidos en Chaetoceros sp. (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996; Sanchez-Saavedra
y Voltolina, 2006), Navicula incerta (Simental-Trinidad et al., 2001), Isochrysis sp.
(Marchetti et al., 2013), Tisochrysis lutea (Yoshioka et al., 2012; Sanchez-Saavedra et al.,
2015) y en Nannochloropsis sp. (Vadiveloo et al., 2015). Mientras que el mayor contenido
de lipidos en diatomeas bentonicas se presenta en la fase de crecimiento estacionaria al
mantener los cultivos con luz blanca (Simental-Trinidad et al., 2001; Sanchez-Saavedra
y Voltolina, 2006).

La concentracion de clorofila a se incrementa con el espectro de la luz blanca en
el cultivo de especies como la macroalga Gracilaria tenuistipitata (Mercado et al., 2002),
Chaetoceros sp., Skeletonema costatum, Thalassiosira costatum (Sanchez-Saavedra y
Voltolina, 2002), Rhodomonas sp. (Lafarga-de la Cruz et al., 2006), Isochrysis sp.
(Marchetti et al., 2012) y Nannochloropsis sp. (Vadiveloo et al., 2015). Los espectros de
la luz azul y la luz verde pueden producir también un incremento en la concentracion de
clorofila a para las siguientes especies Chaetoceros sp. (Sanchez-Saavedra y Voltolina,
1996), Nitzschia thermalis, 3 cepas de Nitzschia laevis y Navicula incerta (Mercado et al.,
2004), Scenedesmus obliquus (Fernandez-Robledo, 2013), Halymenia floresii (Godinez-
Ortega et al., 2008). Sin embargo, se han encontrado bajos contenidos de clorofila a por
efecto de la luz azul para el cultivo de Isochrysis galbana, Dunaliella salina, Heterocapsa
circularisquama (Gorai et al., 2014). Mientras que la haptofita Tisochrysis lutea puede
producir altos contenidos de clorofila a al mantener los cultivos con un espectro de la luz
roja y con luz azul (Sanchez-Saavedra et al., 2015). El mayor contenido de clorofila a se
presenta usualmente en la fase de crecimiento exponencial de crecimiento, aunque
depende de la irradiancia, de las condiciones de cultivo, de las caracteristicas
fotosintéticas y el tipo de pigmentos caracteristicos del grupo en cuestion (Sanchez-
Saavedra y Voltolina, 2002; Lafarga-de la Cruz et al., 2006; Fernandez-Robledo, 2013;

Sanchez-Saavedra et al., 2015).

Usualmente el contenido de carotenoides es mayor durante la fase de crecimiento
exponencial en los cultivos de Chaetoceros sp., Skeletonema costatum, Thalassiosira

costatum (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002) y Scenedesmus obliquus (Fernandez-
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Robledo, 2013). Ademas, el contenido de carotenoides también aumenta con el uso del
espectro de la luz azul y la luz verde en Halymenia floresii floresii (Godinez-Ortega et al.,
2008). Sin embargo, para especies como Chlorella vulgaris (Kula et al., 2014 a, b) y
Dunaliella bardawil (Sanchez-Saavedra et al., 1996) el contenido de carotenoides

aumenta con la luz roja.

El peso seco organico y el contenido de cenizas tienden a aumentar conforme se
incrementa el tiempo de cultivo en diatomeas bentdnicas (Simental-Trinidad et al., 2001;
Yoshioka et al., 2012). Altos contenidos de cenizas son atribuidos a la incorporacion de
silice en la frustula de las diatomeas debido al proceso de crecimiento y de reproduccion
(Simental-Trinidad et al., 2001).

Absorcion de la luz y fotosintesis

La absorcion de la luz no depende solamente de las células fitoplanctonicas, sino
gue es importante considerar al material particulado y el material disuelto, como pueden
ser: bacterias, células muertas, materia inorganica, entre otros; la conjuncion de los
factores antes mencionados define el coeficiente de absorcion espectral del cultivo
(Mitchell, 1990; Arbones et al., 1996; Mitchell et al., 2002). A pesar de esto, existen otros
aspectos propios del fitoplancton que influyen en la absorcién, tal es el caso de la
composicién de los pigmentos, dando lugar al coeficiente especifico de absorcién, el cual
es definido como: el coeficiente de absorcion por unidad de concentracion del pigmento
en solucion; pardmetro utilizado en modelos oceanicos de productividad primaria (Kirk,
1994; Geider y Osborne, 1992; Milldn-Nufiez, 1999; Sakshaug et al., 1997; Milldn-NuUfiez
et al., 2004; Millan-Nufiez y Millan-Nufiez, 2010).

Como consecuencia, el espectro de absorcion se encuentra regido por la
presencia y concentracion de los pigmentos fotosintéticos, la composicion de los
complejos proteina-pigmento y los constituyentes de la cadena de transporte de
electrones, por lo tanto, la magnitud y forma del espectro es especie-especifico
(Sakshaug et al., 1997; Tamburic et al., 2014). De la misma manera, el espectro y por lo
tanto el coeficiente de absorcidon son afectados por el efecto de paquete o de

empaquetamiento, el cual resulta de la combinaciéon de los factores: pigmentos
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fotosintéticos y el tamafo celular; los que a su vez son consecuencia de la
fotoaclimatacion a la que fue sometida la poblacion fitoplanctonica (Kirk, 1994; Geider y
Osborne, 1992; Sakshaug et al., 1997); entonces se tiene que, las células con altos
contenidos de pigmentos o de gran tamafio poseen un efecto de paguete mayusculo y
viceversa para las células con bajo contenido de pigmentos y menor tamafo (Geider y
Osborne, 1992); lo anterior también significa que las moléculas de los pigmentos se
encuentran cerca de otras moléculas en los complejos proteina, es decir que los
pigmentos se encuentran densamente empaquetados (Wilhelm et al., 2014). A la suma
de todos los aspectos que influyen en la absorcion de la luz se les denomina

caracteristicas o propiedades bio-6pticas.

Se tiene entonces que el coeficiente especifico de absorciébn presenta una
correlacion inversa con respecto al contenido de clorofila a y de la cantidad de la biomasa
(Bricaud et al., 1995; Millan-Nufiez et al., 2004). Mercado et al. (2004) mencionan que el
coeficiente especifico de absorcion varia con respecto a la especie y es modificado por
la composicion espectral de la luz, pero no afecta la forma del espectro de absorcion
(Mercado et al., 2004; Gorai et al., 2014); teniendo asi que, la luz azul reduce el
coeficiente especifico de absorcién en tres cepas de Nitzschia laevis, y la luz blanca
incrementa los valores del coeficiente especifico en Nitzschia thermalis (Mercado et al.,
2004).

La fotosintesis o tasa fotosintética, es el proceso biol6gico de conversion de la
energia luminosa a energia quimica formando como consecuencia compuestos de
carbono organico de alta energia a partir de compuestos inorganicos de baja energia
(Falkowski y Raven, 2007; Beer et al., 2014); en las microalgas dicho proceso depende
de la tasa de la captura de fotones, lo que esta determinado por las propiedades bio-
Opticas y por la calidad del espectro de la luz, teniendo asi cambios en los productos
finales de la fotosintesis (Morris, 1981; Kirk, 1994; Falkowski y Raven, 2007). Sin
embargo, la tasa fotosintética no es proporcional a la tasa de absorcion de fotones, esto

es debido a la eficiencia del aparato fotosintético de cada especie (Kirk, 1994).

Para comprender los efectos que producen la irradiancia y la composicién
espectral de la luz sobre la fotosintesis microalgal es conveniente realizar la medicion de

la liberacién de oxigeno como respuesta de la actividad fotosintética y especificamente
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de la actividad del fotosistema Il (PSll), esto es debido a que las microalgas poseen un
sistema fotosintético mas activo en comparacién con otros organismos autotrofos; es
entonces que en el andlisis la tasa fotosintética se utiliza la relacion existente entre la
produccion de oxigeno y la irradiancia, con las que se genera las llamadas “curvas P-E”
(fotosintesis-irradiancia), éstas modelan y predicen la fotosintesis algal y por lo tanto
contribuyen en la evaluacion de la fisiologia fotosintética y sus variaciones intra e inter-
especificas (Kirk, 1994; Geider y Osborne, 1992; Falkowski y Raven, 2007).

Algunos factores que pueden intervenir en la respuesta de las curvas P-E son la
aclimatacion del aparato fotosintético durante el tiempo de cultivo y la intensidad de luz o
irradiancia (Sakshaug et al., 1997: Falkowski y Owens, 1978). El aumento en la irradiancia
causa un rapido incremento en la tasa de produccion de oxigeno (Falkowski y Owens,
1978). Los parametros fotosintéticos difieren ampliamente en condiciones de cultivo y son
afectados por la variacion de la composicion espectral de la luz, la fase de crecimiento y
por el pH (Geider y Osborne, 1992; Mercado et al., 2002; Fernandez-Robledo, 2013).
Bajas irradiancias causan un incremento en el tamafo del complejo antena en las
unidades fotosintéticas y por lo tanto se produce un aumento en el contenido de

pigmentos (Geider y Osborne, 1992).

Los parametros fotosintéticos de mayor importancia en el analisis de las curvas
P-E son: la pendiente inicial de la fotosintesis (a), la intensidad de luz de saturacion (Ex)
y la fotosintesis maxima (Pmax) debido a su significado biolégico (Kirk, 1994; Geider y
Osborne, 1992; Sakshaug et al., 1997). La intensidad de luz de saturacion en la cual las
células alcanzan el mayor crecimiento con una alta eficiencia de utilizacion de fotones
proporcionados por el PAR es determinada por el valor de Ek. La pendiente de la curva
P-E (a) es sumamente sensible a las propiedades épticas de la célula y una pendiente
pronunciada indica una alta eficiencia fotosintética (Wilhelm et al., 2014); asi mismo, se
tiene que a y Ek son dependientes del espectro luminoso y Pmax €s independiente
(Sakshaug et al., 1997).

Las diatomeas son organismos capaces de absorber la energia de la misma
manera a través del espectro de la energia fotosintéticamente activa (PAR). Se tiene
ademas que la tasa fotosintética en diatomeas puede verse incrementada debido a su

contenido del pigmento accesorio fucoxantina (Steemman Nielsen, 1975). Entonces en
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el cultivo de algunas especies de diatomeas la fotosintesis maxima (Pmax) se ve
incrementada por el espectro de luz blanca (Falkowski y Owens, 1974; Mercado et al.,
2004); este mismo espectro genera la mayor eficiencia fotosintética (a), en Nitzschia
thermalis, 3 cepas de Nitzschia laevis y Navicula incerta (Mercado et al., 2004). En el
cultivo de Scenedesmus obliquus, la eficiencia fotosintética es mayor en la luz azul
(Fernandez-Robledo, 2013). La luz roja produce altos valores de fotosintesis maxima en
Haematococcus pluvialis (Jeon et al., 2005). La mayor intensidad de luz de saturacion
(Ex) se genera bajo la luz blanca en una variedad de Nitzschia laevis (Mercado et al.,

2004) y en Haematococcus pluvialis (Jeon et al., 2005).

Preservacion de microalgas

Debido al incremento actual de la acuicultura han surgido lineas de investigacion
dirigidas a solucionar los problemas y costos que genera el mantenimiento de cultivos de
microalgas vivas (Cordero-Esquivel, 1994; Heasman et al., 2000). EI mantenimiento de
cultivos de microalgas metabdlicamente activos es uno de los objetivos necesarios para
su utilizacion en la acuicultura (Lorenz et al., 2005). Una de las recomendaciones hechas
por Montaini et al. (1995), es que el método que se utilizara para preservar la biomasa
microalgal debe de mantener el contenido de acidos grasos y el valor nutricional de la
especie invariable o con pequefias modificaciones. Sin embargo, mencionan que para el
mantenimiento celular en preservacion, se requiere el consumo de productos de reserva

(lipidos, carbohidratos).

Las posibles alternativas al continuo mantenimiento de los cultivos de microalgas
puede ser la preservacion de la biomasa, pero el método de preservacion debe ser de
bajo costo y de aplicacién a gran escala; es asi que numerosos métodos y protocolos han
sido investigados en la preservacion de la biomasa microalgal, dentro de los cuales se
encuentran la liofilizacién, el secado y el almacenamiento a bajas o ultra-bajas
temperaturas con o sin adicion de crioprotectores (Cordero-Esquivel, 1994; Becker, 2004;
Sanchez-Saavedra, 2013). La centrifugacion de las microalgas forma una pasta, la que
se puede mantener en refrigeracion hasta su posterior uso, se tiene que en diatomeas

bentdnicas la concentracion de la biomasa es mas sencilla debido a las caracteristicas
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del grupo y a que se encuentran adheridas al sustrato (Sanchez-Saavedra, 2013). Sin
embargo, la vida de anaquel difiere en tiempo y entre las especies de microalgas
(Sanchez-Saavedra, 2006; Araujo et al., 2008; Nufiez-Zarco y Sanchez-Saavedra, 2011;
Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco, 2012, 2015).

La preservacion en frio a una temperatura de 4 °C y en obscuridad total es un
método econdmico y sencillo para preservar biomasa microalgal, pero este método causa
cambios en el tamafio celular como consecuencias de modificaciones en el metabolismo
celular y del aumento de almacenamiento de productos de reserva (Nufiez-Zarco y
Sanchez-Saavedra, 2011, 2015). Las bajas temperaturas causan rigidez en la bicapa
lipidica de la membrana y una pérdida en la permeabilidad i6nica (Los y Murata, 2004).
Este método de preservacion modifica la actividad fotosintética celular debido al
mantenimiento y regulacion de varias rutas del metabolismo para mantener la célula en

condiciones aceptables de supervivencia (Descolas-Gross y De Billy, 1987).

Los procesos metabolicos de algunas especies de diatomeas son minimizados por
su preservacion en frio a una temperatura de 4 °C en obscuridad total y la viabilidad de
éstas células se mantiene debido a la utilizacion de sus productos de reserva (Sanchez-
Saavedra, 2006). Se conoce que la preservacion en obscuridad y a baja temperatura en
algunas especies de diatomeas, producen cambios en la actividad fotosintética (Sanchez-
Saavedra y NUfez-Zarco, 2012). Los factores a considerar para la preservacion en frio
(4 °C) son: la densidad celular (abundancia celular) y el tamafio celular. Debido a que la
densidad celular influye directamente en la viabilidad de del cultivo, asi mismo la densidad
celular apropiada es diferente para cada especie ya que debe considerarse que un
porcentaje de células pueden no sobrevivir al tratamiento y dicha respuesta es especie-
especifica (Sanchez-Saavedra, 2006). La preservacion en frio produce cambios en la
composicién proximal de las diatomeas, esto puede ser causado por la capacidad de
generar crecimiento celular por medio de la estrategia de alimentacién heterétrofa y lo
cual puede producir un incremento en el contenido de proteina en la célula al ser
comparado con los contenidos de lipidos y carbohidratos (Sanchez-Saavedra y Nufiez-
Zarco, 2012).

La preservacion en frio por 4 semanas de Navicula incerta y Amphiprora paludosa

var. hyalina causaron cambios en el tamafio de las células, pero no modificé la densidad
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poblacional o la tasa de crecimiento (Sanchez-Saavedra, 2006). Sin embargo, en la
preservacion por 8 y 16 semanas de las especies: Navicula incerta, Amphiprora paludosa
var. hyalina, Nitzschia laevis, Nitzschia thermalis var. minor, Navicula sp. y Amphora
tenerrima existieron diferencias en la densidad poblacional y la viabilidad entre las
distintas especies (Nufiez-Zarco y Sdnchez-Saavedra, 2011). Las diatomeas bentdnicas
Nitzschia thermalis var. minor, Nitzschia laevis, Navicula incerta y Navicula sp., presentan
viabilidad celular posterior a 16 semanas en preservacion en frio (Sanchez-Saavedra y
Nufiez-Zarco, 2012), lo mismo sucede en la preservacion de Cylindrotheca closterium por
21 semanas y no se presentan cambios en el tamafio celular (Araujo et al., 2008). La
clorofita Tetraselmis suecica presentd una alta sobrevivencia al proceso de preservacion

en frio después de 5 meses (Montaini et al., 1995).

Otro método con un gran potencial para la preservacion de la biomasa microalgal
por largos periodos de tiempo es la criopreservacion a -196 °C en nitrégeno liquido con
la adicidén de crioprotectores (DMSO, glicerol, alcohol, entre otros); esta técnica provee
una herramienta para asegurar la bioseguridad y la estabilidad genotipica (Tzovenis et
al., 2004; Buhmann et al., 2013). Sin embargo, este método requiere de equipo
especializado para el manejo del nitrégeno liquido (Sanchez-Saavedra, 2013). Se debe
de tener en cuenta que la adicion de ciertos crioprotectores puede resultar en una alta
mortalidad de la poblacién debido a efectos toxicos (Cafiavate y Lubian, 1995; Cordero y
Voltolina, 1997; Rhodes et al., 2006; Tanniou et al.,, 2012). La velocidad de
descongelamiento posterior a la criopreservacion es uno de los factores que influyen en
la supervivencia de la poblacion y difiere entre las especies (Cafavate y Lubian, 1997).
En el proceso de la criopreservacién uno de los mayores problemas que se enfrenta es
el congelamiento intracelular el cual ocasiona dafio celular; éste ultimo es dependiente
de la velocidad de congelamiento. La velocidad moderada (-3 °C min?) es la
recomendada para congelar microalgas, debido principalmente a que la célula no libera
de forma rapida el agua y por lo tanto no se deshidrata lo suficiente para ocasionar un
dafo celular (Lepesteur et al., 1993; Cafiavate y Lubian, 1997; Rhodes et al., 2006).

En la criopreservacion con la adicion de crioprotectores (DMSO vy glicerol al 10%)
para Synechocystis sp., Dunaliella sp. y Phaeodactylum tricornutum causaron que la

pérdida de la viabilidad celular fuera menor; sin embargo, se observé disminucién en el
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contenido de pigmentos (Lepesteur et al., 1993). Al criopreservar células de Tetraselmis
suecica con y sin la adicion de crioprotectores (DMSO vy glicerol) se ocasiona una pérdida
total de viabilidad al sumergir a las células directamente a -196 °C; sin embargo, la
viabilidad y la actividad fotosintética aumentan si la criopreservacion se realiza en dos
pasos (Montaini et al., 1995). En la criopreservacion en dos pasos con DMSO al 15%
para Rhodomonas baltica, Tetraselmis chui, Isochrysis galbana, Nannochloropsis
gaditana, Chaetoceros gracilis y Nannochloropsis atomus se obtuvieron diferencias en la
viabilidad entre especies (Cafiavate y Lubian, 1995). La criopreservacion en dos pasos
consiste primeramente en congelar la muestra (microalga+crioprotector) en condiciones
controladas de tiempo y temperatura (-3 °C min? hasta -40 °C) para posteriormente
sumergirla directamente en el nitrégeno liquido, esto con el fin de reducir el dafio celular
producido por la formacion de hielo (Mitbavkar y Anil, 2006; Guermazi et al., 2010;
Tanniou et al., 2012).

En la preservacion a bajas temperaturas (-20 °C y -60 °C) con la adicién de
crioprotectores (glicerol y DMSO al 10%) de Chaetoceros sp. y Phaeodactylum
tricornutum se reporta viabilidad en ambas especies (Cordero y Voltolina, 1997). En la
criopreservacion de Haslea ostrearia con adicion de DMSO vy glicerol, solo éste ultimo
crioprotector resultd en cultivos viables pero fueron mas propensos a contaminacion por
bacterias que los criopreservados con DMSO (Tanniou et al., 2012). La criopreservacion
con la adicion de DMSO de Amphora coffeaeformis y Navicula transitans var. derasa f.
delicatula resulta con viabilidad celular para ambas especies (Mitbavkar y Anil, 2006), el
mismo resultado es reportado para Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros muelleri,
Chaetoceros sp. y Nitzschia ovalis criopreservadas con DMSO al 10% y al 15% (Rhodes
et al., 2006). Con la adicion de DMSO vy la criopreservacion de Isochrysis galbana,
Dunaliella tertiolecta, Chlorella stigmatophora, Chlorella minuttisima y Chlorella capsulata
se obtuvo que la viabilidad es especie-especifica (Tzovenis et al., 2004).

En ambientes frios, las células microalgales modifican su composicion de acidos
grasos para la regulacion de la fluidez de la membrana, lo cual se realiza con la
incorporacion de acidos grasos poliinsaturados de cadena corta, ciclicos o ramificados
(White et al., 2000). El objetivo principal de la preservacion de cultivos microalgales a

bajas y ultra bajas temperaturas es mantener en condiciones Optimas el complejo antena,
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debido a que es el componente prioritario para la realizacion de una fotosintesis eficiente
(Peters y Thomas, 1996). Otro propésito de la preservacion de células vegetales es el
mantenimiento de la integridad de las células asi como conservarlas metabdlicamente
activas (Montaini et al., 1995). Altas supervivencias al proceso de preservacion pueden
ser atribuidas a altos contenidos de productos de reserva, los cuales mantienen el

movimiento y la integridad de la célula (Montaini et al., 1995).

Las células dafiadas por el efecto de las bajas temperaturas muestran una menor
respiracion, reduccion en el transporte de los carbohidratos, inhibicién de la sintesis de
proteinas y un aumento de la degradacion de las proteinas almacenadas. Todas estas
respuestas dependen de un mecanismo primario que implica una alteracién de la
membrana celular durante las bajas temperaturas (Taiz y Zeiger, 2006). Las bajas
temperaturas inducen también la sintesis de proteinas de choque térmico que protegen
a las células contra los posibles dafios generados por el efecto del frio (Sadava et al.,
2009).

Justificacion

Debido a la gran importancia que poseen las diatomeas bentonicas tanto ecolégica
como acuicultural, aunado a las dificultades y altos costos del mantenimiento de los
cultivos de microalgas en vivo, es importante aportar informacion de la diatomea
bentonica Amphora sp. que fue aislada recientemente de la Peninsula de Baja California,
México. Al mantener cultivos de Amphora sp. con distinta composicion espectral, se podra
conocer como es afectado el metabolismo y en consecuencia los cambios en la tasa de
crecimiento y también en la composicion proximal de las células. El conocimiento de las
caracteristicas de absorcion de la luz en los cultivos microalgales, es de gran relevancia
ya que rigen la cantidad de radiacién fotosintéticamente utilizable (PAR) que la célula y
sus tejidos absorben y dispersan. La evaluacién de la PUR es importante dado que aporta
elementos para conocer la cantidad de energia proveniente de la PAR que se esta
absorbiendo por las células. Estos aspectos de la absorcion de la luz son poco frecuentes
de considerar al realizar cultivos microalgales en la acuicultura, sin embargo, aportan

informacion relevante sobre la cantidad de luz necesaria para el mantenimiento de los
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cultivos. Es importante resaltar que el costo econdmico relacionado con el suministro de
la luz, que es requerida para el mantenimiento de los cultivos microalgales, es uno de los
rubros que incrementan el valor monetario de la produccion masiva de microalgas.
Ademas, uno de los grandes retos en el cultivo de microalgas, es el continuo
mantenimiento de los cultivos de microalgas vivas, ya que requiere de una gran demanda
de tiempo de mantenimiento y se necesita infraestructrura especializada, por lo que tener
a disposicion especies que puedan ser criopreservadas ofrece una gran ventaja para la
practica acuicultural. Por lo anterior, se evaluara el efecto de preservar en frio (4 °C) y
criopreservar (-196 °C) las células de Amphora sp. cultivadas en distinta composicion
espectral de la luz, considerando que se obtendran distintas composiciones proximales
en las células y esto afectara la viabilidad para el crecimiento después del proceso de

almacenamiento.
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1.1. Hipotesis

1) El crecimiento y la sintesis de proteinas en Amphora sp. es favorecida por la luz

azul.

2) Un alto contenido de lipidos y proteinas favorecen la preservacion en frio a 4 °C
(por refrigeracién) asi como la criopreservacion (-196 °C) de las células de
Amphora sp.

1.2. Objetivos
1.2.1. General

Evaluar el efecto de la absorcion y de la compaosicion espectral de la luz sobre el
crecimiento y la composicion proximal de Amphora sp. y su influencia sobre la viabilidad

de los cultivos de almacenados en frio y criopreservados.

1.2.2. Particulares

e Evaluar el crecimiento de cultivos de Amphora sp. mantenidos con distinta

composiciéon espectral de la luz.

e Cuantificar la composicion proximal y la concentracion de pigmentos de cultivos

de Amphora sp. mantenidos con distinta composicion espectral de la luz.

e Estimar los parametros fotosintéticos, las propiedades de absorcion de luz y la

cantidad de la energia fotosintéticamente utilizable (PUR) de los cultivos Amphora

sp.

e Evaluar la viabilidad para el crecimiento de los cultivos de Amphora sp.

almacenados en frio (por refrigeracion).

e Evaluar la viabilidad para el crecimiento y la composicion proximal de los cultivos

de Amphora sp. criopreservados y almacenados en nitrégeno liquido.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1. Origen de la cepa

La cepa que se utilizé es la diatomea bentdnica Amphora sp. y fue obtenida de la
coleccion particular del Laboratorio de Microalgas del Departamento de Acuicultura del
CICESE. La especie provino de un aislamiento realizado en la zona costera de Mulegé,
Baja California Sur, México (26° 38' 22.13" N - 111° 50" 13.92" W); el aislamiento de la

diatomea fue efectuado por Jiménez-Valera (2015).

2.2. Mantenimiento de los cultivos

El cultivo de Amphora sp. se llevo a cabo en el Laboratorio de Microalgas del
Departamento de Acuicultura del CICESE, se realizdé un escalamiento del cultivo desde
tubo (10 ml) hasta matraz Fernbach (1 L). El cultivo fue no axénico, estético y sin recambio
de medio. El agua de mar que se utilizd para los cultivos fue obtenida de la Bahia de
Todos Santos, Baja California, México y se filtr6 con una serie de sistemas de
sedimentacion, por una serie de filtros rapidos de arena, por una serie de cartuchos de
algodén de 10,5y 1 um, y se irradié con luz ultravioleta.

Los cultivos se mantuvieron por triplicado con medio “f” (Guillard y Ryther, 1962)
preparado con agua de mar a 33 + 1 %o y se esterilizd en una autoclave (marca Yamato
modelo SE-300) a 121 °C y a una presién de 1.05 kg cm* durante 20 minutos. Los cultivos
se mantuvieron a una irradiancia de luz continua de 50 pumol m? st (luz blanca
F40T12/DX), a una temperatura de 20 = 1 °C controlada por el sistema de enfriamiento

del laboratorio humedo central del Departamento de Acuicultura.
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2.3. Efecto de la composicion espectral de la luz y de la irradiancia sobre el

crecimiento y composicion proximal

Se realizd un ensayo para evaluar el efecto de la composicidén espectral de la luz
y de la irradiancia en los cultivos de Amphora sp. Para lo anterior se realizaron cultivos
por triplicado en volumenes de 1 L utilizando medio “f” bajo las mismas condiciones como
ya fue descrito en la seccion 2.2. La luz se suministré de forma continua con distinta
composicion espectral y fue provista por medio de lamparas fluorescentes de 40 watts de
luz blanca (LB, marca Philips catalogo F40T12/DX), luz azul (LA, marca General Electric
catalogo F40B), luz verde (LV, marca General Electric catalogo F40G), luz amarilla (LM,
marca Sylvania Gold catalogo F40/GO) y GroLux (GL, marca Sylvania catalogo
F40/GRO/WS). Cada tratamiento experimental se llevé a cabo con los distintos tipos de
lamparas y se mantuvieron con un nivel de irradiancia de 50 pmol m=2 s, que se midié
con un sensor 41 Biospherical Instrument (modelo QSL-100). El valor de la irradiancia
utilizado fue elegido con base en la energia fotosintéticamente utilizable (PUR) y las

propiedades oOpticas de Amphora sp. descritas en la seccion 2.6.

Se llevaron a cabo las mediciones de los espectros continuos de las lamparas
fluorescentes utilizadas. Dichas mediciones se realizaron para caracterizar el espectro
de emision de cada fuente de luz, lo que se realizdé con un espectroradiometro marca
International Light Technologies (modelo ILT 900-W) y con el software SpectriLight II.
Cada uno de los espectros fue obtenido en el intervalo de los 350 a los 750 nm de longitud
de onda con una resolucién de 1 nm. Con los espectros obtenidos, se llevd a cabo el
calculo de la energia en quantas (ecuacion 1) para obtener la densidad de flujo de fotones
emitido por cada fuente de luz (ecuacion 2). Se integro la emision entre los 400 a los 700

nm para el célculo de la PAR (energia fotosintéticamente activa).
e Energia en quantas (Kirk, 1994):
£ =5.0301 (10°) (1)

En donde € es la energia (quanta - s™1), ® es el flujo de energia radiante (W m?) y 1 es

la longitud de onda (nm).
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¢ Densidad de flujo fotonico (Lining, 1981):

_ £ (2)
DFF = -

En donde DFF es la densidad de flujo fotonico, € es la energia y N, es el nUmero de
Avogadro (6.02x1023).

2.4. Crecimiento y parametros poblacionales

Para cada condicion experimental y cada dia, se tomaron muestras de los cultivos
para evaluar el pH con un potenciémetro marca Hanna. Ademas, se evalué el crecimiento
por medio de mediciones de la densidad 6ptica (D.O.) con un espectrofotometro marca
Hach modelo DR/4000 a una longitud de onda de 680 nm. También se realizaron conteos
directos de la abundancia de células con un hematocitometro (0.1 mm de profundidad
marca Hausser Scientific) y con la ayuda de un microscopio compuesto Olympus CX-31.

La abundancia o densidad celular se calcul6 con la siguiente formula:

C=N-10*- dil (1)

En donde C es la abundancia de células por ml, N es el numero promedio de

células en el hematocitometro y dil, es la dilucién de la muestra.

2.4.1. Tasa de crecimiento especifica

La tasa de crecimiento especifica o velocidad de crecimiento (u: divisiones diat),
se evalud con los conteos celulares obtenidos durante la fase de crecimiento exponencial,

y se calcul6 con la ecuacion descrita por Fogg y Thake (1978):

_ (logzN;) — (log;Ny) (2)
u=
t =t
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En donde pu es la tasa de crecimiento especifica en la fase exponencial, Nz es la
concentracion de células al tiempo 2 (t2) y N1 es la concentracion de células al tiempo 1

(t1). Logz corresponde al logaritmo base dos de los datos de la concentracion de células.

2.4.2. Tiempo de generacion

El tiempo de generacion o tiempo de duplicacion (tg: dias) es definido como el
tiempo requerido por una poblacién celular para duplicar en numero de células y esta

dado por la siguiente ecuacion (Fogg y Thake, 1978):

3)

En donde tg es el tiempo de regeneracidon y U es la tasa de crecimiento especifica

calculada con base a Logz.

2.4.3. Tamano celular

El tamafio de las células en los cultivos se evalu6 en dias alternos, con la medicion
de treinta células de cada condicion experimental, y se tomaron las medidas de largo y
ancho de la célula. Estas mediciones se realizaron con un microscopio compuesto,
marca Olympus CX-31 utilizando un objetivo de 40x. Se obtuvieron fotografias de las

células, las que posteriormente fueron analizadas con el software Image Pro-Discovery.

2.5. Composicion proximal

Durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento de los cultivos, se tomd
una alicuota de cada condicion experimental, fue colectada en filtros de fibra de vidrio
Whatman GF/C de 2.4 cm de diametro y con una apertura nominal de poro de 1 pm.
Todas las muestras, colectadas para el analisis de la composicion proximal fueron
almacenadas a una temperatura de -20 °C hasta la realizacion de los analisis. Para los

calculos de la composicion proximal se obtuvieron curvas de calibracién para cada
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variable usando métodos espectrofotométricos y las muestras se analizaron en un

espectofotdmetro marca Hach modelo DR/4000.

2.5.1. Proteinas

Previo al analisis de proteinas, se realizé la optimizacion en la extraccion y se tomo
en consideracion lo propuesto por Correa-Reyes (2001). Para la optimizacion de la
extraccion de las proteinas se utilizaron tres concentraciones de hidroxido de sodio (0.1,
0.2, y 0.3 N), dos tiempos para la extraccion (15 y 30 minutos), y el nimero de
extracciones (primera y segunda extraccion). Para estas pruebas se mantuvo la
temperatura de extraccion a 100 °C mediante un bafio Maria (Bio-Rad de 6 L) para todos

los casos.

El contenido de proteinas fue evaluado con el método de Lowry et al. (1951), el cual
se basa en la medicidon espectrofotométrica de la intensidad de color obtenido con el
reactivo de Folin-Ciocalteau. La extraccion se realizé con el método descrito por Malara
y Charra (1972a), que utiliza hidroxido de sodio y se consideraron las condiciones
determinadas en la optimizacion de la extraccion. La curva de calibracion para las

proteinas se realizd con suero de albumina de bovino (98%) Sigma® como estandar.

2.5.2. Carbohidratos

La concentracion de carbohidratos fue medida con el método de Dubois et al.
(1956) y Malara y Charra (1972b) utilizando fenol al 5% y acido sulfirico concentrado.
Los carbohidratos fueron extraidos con &cido sulfarico al 0.5 N siguiendo la técnica
descrita por Whyte (1987). La curva estandar o de calibracién para los carbohidratos se
realizé con solucidn de glucosa (99%) marca Sigma®.
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2.5.3. Lipidos

Los lipidos contenidos en las células fueron extraidos segun lo descrito en el
método de Blight y Dyer, (1959) y modificado por Chiaverini (1972), en la que se utiliza
como solvente una mezcla de cloroformo-metanol-agua. Los lipidos se cuantificaron por
el método de Pande et al. (1963). La curva de calibracién se realiz6 con solucién de

tripalmitina (C16:0) al 99% marca Sigma®.

2.5.4. Pigmentos

La extraccion de los pigmentos fue efectuada con acetona al 90% como solvente
y se realizé por 24 horas a 4 °C. La extraccion y cuantificacién de pigmentos se llevo a

cabo siguiendo la técnica descrita por Parsons et al. (1984).

2.5.5. Cuantificacién de peso seco y contenido de cenizas

El peso seco total (PST) y el peso de las cenizas (PC) se evaluaron segun la
técnica propuesta por Sorokin (1973). Una alicuota de los cultivos de cada condicion
experimental se filtré a través de filtros de fibra de vidrio de 45 mm de diametroy 1 ym
de abertura de poro. Los filtros se incineraron en una mufla marca Barnstead Thermolyne
(modelo 1400) a 490 °C por 4 horas, previos a ser utilizados. Con el fin de evitar el efecto
de las sales presentes en el agua de mar, para cada caso se realizd un lavado de la
muestra con formiato de amonio al 3%. Los filtros con la biomasa celular colectada se
colocaron en contenedores de aluminio y fueron puestos en una estufa a 60 °C hasta
obtener valores de peso seco constantes. Las cenizas se obtuvieron por incineracion de
las muestras contenidas en los filtros de forma analoga a la descrita en lineas atras. El
peso seco organico (PSO) se calculd por la diferencia entre el peso de las cenizas y el

peso seco constante.
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2.6 Utilizacion de laluz y propiedades 6pticas de Amphora sp.

Para examinar las propiedades oOpticas de Amphora sp. y conocer la cantidad
incidente de energia radiante utilizable para la realizacién de la fotosintesis (PUR), se
llevaron a cabo mediciones de absorcion espectral de las células de Amphora sp.
retenidas en filtros; dichas mediciones se obtuvieron para cada uno de los dias del cultivo
durante las distintas fases de crecimiento. El cultivo de Amphora sp. se realizé en medio
“f”, mantenido bajo las mismas condiciones descritas en la seccion 2.2 con una irradiancia
continua de 50 umol m2 s provista por luz blanca fluorescente marca General Electric
(catalogo F40T12/DX).

Para la retencion de la biomasa microalgal en los filtros, se siguié el protocolo
propuesto por Mitchell et al. (2002) y se realizé con una alicuota del cultivo de Amphora
sp. que fue suspendida en filtros de fibra de vidrio GF/F de 2.4 cm de diametro y una
apertura de poro nominal de 0.7 um. Previo a la realizacion del filtrado de las muestras,
el cultivo fue homogenizado con agitacion manual e inmediatamente los filtros fueron
preservados en nitrégeno liquido a -196 °C hasta su posterior analisis que se llevo a cabo
en el Laboratorio de Ecologia de Lagunas Costeras del Departamento de Ecologia Marina
del CICESE.

Se llevaron a cabo las mediciones de las densidades Opticas de los filtros con la
biomasa retenida, dichas mediciones se obtuvieron con un espectofotbmetro marca
Shimadzu (modelo UV-2401 PC) equipado con una esfera integradora. El barrido
espectral de los filtros con la biomasa retenida fue realizado de los 300 nm a los 800 nm
de longitud de onda con un intervalo de 1 nm. Para el blanco o control, se utilizé un filtro
GF/F humedecido con agua de mar estéril; con esto se obtuvo la curva espectral propia

del material particulado (a,).

Para la obtencion de la curva espectral del detritus (a;), se siguio la metodologia
propuesta por Kishino et al. (1985), en la que se utiliza metanol absoluto para la
extraccion de los pigmentos contenidos en la biomasa celular retenida en los filtros;
debido a las caracteristicas propias de Amphora sp. se realizé una modificacion al método

(MillAn-Nufez, comunicacion personal), la cual consistié en adicionar un enjuague a los
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filtros con agua destilada e hipoclorito de sodio al 2.5% posterior a la aplicacion del
metanol y por ultimo se llevé a cabo el barrido espectral del detritus.

Los espectros obtenidos de los coeficientes de absorcion se corrigieron por el
parametro de amplificacion de trayectoria (8), para lo cual se realiz6 un ajuste de la
densidad Optica de las muestras filtradas (0Dy;;.) a la densidad dptica de las muestras en
suspension (0Dy,) (ecuacion 3); asi mismo fue necesario el calculo de la amplificacion
de la trayectoria geométrica (l;) (ecuacién 4); ambos términos se sustituyeron en la
ecuacion 5 para obtener los coeficientes de absorcion corregidos de las particulas

filtradas (a, y aq).

e Ajuste de las densidades o6pticas:

ODgys(A) = 0.368(0Dsy;) + 0.4068(0Dsy,)? (3)

En donde 0D,,; es la densidad Optica de las muestras en suspension en el cual B son
las constantes de la ecuacion cuadratica y ODy;;, es la densidad optica de las muestras
filtradas.
¢ Amplificacién de trayectoria geométrica (Mitchell et al., 2002):
=2 (@)
f

En donde V: es el volumen filtrado de la muestra y As es el &rea del filtro, la cual se calculd
a partir del didmetro Ds de la seccion del filtro que fue ocupada por la biomasa retenida

y se midio con un vernier (error £ 0.1 mm).

e Coeficiente de absorcion de las particulas filtradas (Mitchell et al., 1990):

2.303 0Dg,s(1) (5)
Ls

ay 1 =

En donde 0D,,; es la densidad éptica de las muestras en suspension y [, es la

amplificacion de trayectoria geométrica.
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Posteriormente se obtuvieron los coeficientes de absorcion del material

particulado (a, ) y del fitoplancton (a,,) (ecuacion 6), ademas se calculo el coeficiente de

especifico absorcion (a*,,) (ecuacion 7).
e Coeficiente de absorcion espectral del fitoplancton (Mitchell et al., 2002):
aph(l) =ay 1) - ag (1) (6)

En donde ap (A) es el coeficiente de absorcion de las particulas filtradas y aq (A) es la

absorcién del filtro blanqueado o con extraccion de pigmentos.

e Coeficiente de especifico absorcion (Geider y Osborne, 1991):
Ay = apn/C (7)

En donde a,, es el coeficiente de absorcion espectral del fitoplancton y C es la

concentracion de clorofila a en la muestra.

Ademas de las mediciones de la densidad 6ptica de las células de Amphora sp.,
se realizaron extracciones de los pigmentos contenidos en los filtros GF/F con la biomasa
retenida. Dicha extraccion de pigmentos se llevo a cabo con 20 ml de metanol absoluto,
en el que se sumergieron los filtros con biomasa y fueron almacenaron por un periodo de
24 horas a 4 °C en obscuridad con el fin de remover los pigmentos fotosintéticos y asi
posteriormente obtener el contenido de clorofila a (mg m=) con la utilizacién de un

fluorimetro Trilogy® Turner Desings (modelo 7200-00).

Con los resultados de los coeficientes de absorcion se estimé la irradiancia escalar
utilizable (Epyz) (ecuacion 8), para asi con el despeje de la ecuacion obtener la energia

fotosintéticamente utilizable (PUR) del microorganismo de estudio.
¢ Irradiancia escalar utilizable (Sakshaug et al., 1997):
a;)h Epar = a;hm Epur )

En donde a,, es la media del coeficiente especifico de absorcion, Epar €s lairradiancia
escalar y a,,, es el coeficiente especifico de absorcion maxima, que generalmente se

encuentra en la longitud de onda de 440 nm.
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2.7. Tasa fotosintética

Para medir la tasa fotosintética de los cultivos mantenidos en cada condicion
experimental se utilizé el método de produccion de oxigeno de las células. Para esta
medicion se realizé la colecta de una muestra representativa del cultivo con células de
Amphora sp. durante la fase de crecimiento estacionaria (dia 8 de cultivo). Para tener una
mayor respuesta de la produccion de oxigeno de los cultivos, la biomasa de células fue
concentrada por sedimentacion y eliminacién del sobrenadante hasta obtener un volumen
de 20 ml de agua de mar con el cultivo concentrado para cada caso. Previo a las
mediciones de fotosintesis, las células fueron colocadas en obscuridad total por un

intervalo de 20 minutos.

Para cada muestra se midi6 la evolucion del oxigeno disuelto a una temperatura
de 23 °C, en una camara de acrilico cerrada tipo Clark con un volumen de 7.5 ml, dicha
camara se equip6 con un electrodo de oxigeno marca Yellow Spring Instruments (modelo
5221) y un micro agitador magnético con velocidad de agitacién de 150 rpm. La camara
se encontraba conectada a un fotodetector y a un graficador de banda marca Hent

Schlumberger interconectado a un modulador y amplificador.

Se utilizaron distintas irradiancias del espectro de luz que fue obtenido por una
lampara de halégeno marca Osram (modelo Xenophot HLX) de un proyector de
diapositivas modificado para su utilizacion en laboratorio. Las distintas irradiancias fueron
obtenidas por diferente nimero de mallas para obtener irradiancias entre los valores de
los 106 a los 2,741 umol m? s, Las irradiancias fueron medidas con un radiémetro

equipado con un sensor 41 marca Biospherical Instrument (modelo QSL-100).

Las tasas fotosintéticas fueron corregidas por la incorporacion del oxigeno en
obscuridad. Se calcularon los parametros fotosintéticos a partir de las curvas fotosintesis-
irradiancia (P-E), tales como: la tasa de fotosintesis maxima (Pmax), la pendiente inicial
de la fotosintesis o eficiencia fotosintética (a) y la intensidad de luz de saturacion (Ex), los
valores se obtuvieron con un ajuste lineal aplicado directamente a los datos de la
ecuacion exponencial de las curvas P-E. Los parametros fueron normalizados respecto

al contenido promedio de clorofila a en cada uno de los tratamientos.
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2.8. Preservacioén en frio

Para la preservacion en frio de las células mantenidas en los cultivos de Amphora
sp., se cosecho el total de la biomasa celular de cada uno de los cultivos mantenidos en
las distintas condiciones experimentales de luz durante la fase estacionaria de
crecimiento. EI método de cosecha fue la concentracion de la biomasa por
sedimentacion. A partir del concentrado de cada uno de los cultivos, se tomaron alicuotas
de 9 ml que se colocaron en tubos de ensayo de vidrios con tapa de rosca, etiquetados,
estériles y cubiertos con papel aluminio, se almacenaron en bolsas plasticas negras. Los
tubos se mantuvieron a una temperatura de 4 °C en refrigeracién por 8 y 16 semanas.
Para la preservacion en frio se tomaron en cuenta las recomendaciones descritas para
diversas especies de diatomeas bentdnicas (Sanchez-Saavedra, 2006; Nufiez-Zarco y
Sanchez-Saavedra, 2011; Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco, 2012).

2.8.1. Ensayos de viabilidad

Se evalud la viabilidad celular para el crecimiento de los cultivos preservados en
frio, y ésta se define como la capacidad que poseen las células que fueron conservadas
en frio (4 °C) en un determinado intervalo de tiempo para crecer en un medio de cultivo
nuevo como describe Miranda-Saucedo (2011). La evaluacion de la viabilidad se realizé
a las 8 y 16 semanas de almacenamiento. Para los indculos de los cultivos con los que
se mediria la viabilidad después de ser almacenadados en frio (4 °C), se tomaron
alicuotas (250,000 cél mlt) de las muestras preservadas en frio de cada tratamiento y
fecha de medicion, las que fueron sembradas en tubos de ensayo de 15 ml con 10 ml de
medio “f", este proceso se realiz6 por triplicado segun lo indicado por Miranda-Saucedo
(2011) para cada uno de las condiciones experimentales.

Los cultivos para evaluar la viabilidad en cada fecha de muestreo, se mantuvieron
en las condiciones experimentales de luz y temperatura descritas en la seccion 2.2 para
el mantenimiento de cultivos. Para cada uno de estos cultivos se evalué el crecimiento y

los parametros poblacionales, ya mencionados en la seccion 2.4.
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2.8.2. Prueba para la presencia de Vibrio sp.

Esta prueba fue realizada para descartar la presencia de bacterias tipo Vibrio en
los cultivos, se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia seguida por Miranda-Saucedo
(2011). Las mediciones se realizaron al inicio y al final de los ensayos de viabilidad en la
semanas 8 y 16 de almacenamiento, utilizando medio de cultivo Difco TCBS Agar
(Thiosulfate Citrate Bile Sucrose, por sus siglas en inglés), siguiendo los procedimientos
descritos en DIFCO (1984). Los cultivos se realizaron en cajas Petri de 51 mm de
diametro y se filtraron 10 ml de cultivo en condiciones asépticas utilizando filtros estériles
marca Whatman de 47 mm con 0.2 ym de abertura de poro. Los filtros con muestra se
colocaron dentro de las cajas Petri y sobre el medio de cultivo previamente preparado y
gelificado. Las muestras fueron incubadas por 24 horas a 28 °C, se analiz6 la presencia
0 ausencia de unidades formadoras de colonias (UFC) y en el caso afirmativo de su
presencia, se procedié al conteo de las colonias de Vibrio.

2.9. Criopreservacién de Amphora sp.

Se llevd a cabo un ensayo para evaluar el efecto de la criopreservacién en
nitrdgeno a una temperatura de -196 °C y con la adicion de crioprotectores organicos en
las células de Amphora sp. Las condiciones de cultivo fueron similares a las ya descritas

en la seccién 2.2.

Para la criopreservacion se utilizé un cultivo de Amphora sp. con alta densidad
celular (~3°000,000 cél ml'!) y en fase estacionaria de crecimiento. Los crioprotectores
empleados para el ensayo fueron glicerol (CsHsO3) y dimetil sulféxido (CH3SO; DMSO)
CHs), ambos se utilizaron en una concentracion final al 10% de forma individual para cada
caso. Cada uno de los crioprotectores se mezcl6 con una alicuota del cultivo de Amphora
sp. manteniendo una proporcion 1:1 (7.5 ml de cultivo: 7.5 ml de crioprotector), las
mezclas fueron agitadas y se emple6 un tiempo de equilibrio de 10 minutos a temperatura
ambiente, transcurrido dicho tiempo las mezclas fueron colocadas en pajillas (Cassou
straw marca IMV Technologies®) con la utilizacion de una bomba de vacio (marca Cole-

Parmer Instrument Company®).
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Para la criopreservacion, se empleé la técnica de congelacién en “dos pasos” que
es ampliamente utilizada para la criopreservacion algal (Lepesteur et al., 1993; Cafavate
y Lubian, 1997; Rhodes et al., 2006), dicha técnica consistié en el enfriamiento de las
muestras en las pajillas a -80 °C por 10 minutos y posteriormente las pajillas fueron
sumergidas en nitrogeno liquido (-196 °C) por 10 minutos. Las pajillas fueron recuperadas
del nitrégeno liquido, colocadas en las portapajillas y guardadas en un estanque de

almacenamiento (-196 °C) por 24 horas.

Transcurrido el periodo de criopreservacion, se realizé el descongelamiento de las
muestras a una temperatura de 45 °C que fue proporcionada por un bafio Maria marca
Boekel Scientific®, el tiempo de descongelamiento fue de 14 segundos
aproximadamente. Al ser descongeladas, las muestras se recuperaron y se utilizaron
como in6culo (3 ml) en tubos de ensayo previamente esterilizados y conteniendo 5 ml de
medio “f” (Guillard y Ryther, 1962). El mantenimiento de los cultivos se realizé de acuerdo

a la metodologia descrita en la seccion 2.2.

Se evalué la viabilidad celular para el crecimiento de los cultivos criopreservados
en nitrégeno liquido, de acuerdo a lo descrito previamente en la seccién 2.8.1. El
crecimiento, los parametros poblacionales y el tamafio de las células fueron obtenidos de
la manera descrita anteriormente en la seccion 2.4. La composicion proximal, que incluye
proteinas, lipidos, pigmentos, peso seco y contenido de cenizas fue obtenida para cada
caso conforme a lo descrito en la seccion 2.5. Ademas, se verificé la presencia de Vibrio

en los cultivos segun lo descrito en la seccion 2.8.2.
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2.10. Anédlisis estadistico

Se tomaron en consideracion las hipétesis que fundamentan la estadistica
paramétrica y que son, la normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia de
los datos (Zar, 1984). Se utilizoé un disefio completamente aleatorizado (DCA).

Para identificar las diferencias significativas entre los tratamientos experimentales
se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una y de dos vias (Sokal y Rohlf, 1995)

segun lo siguiente:

El crecimiento y los parametros poblacionales se evaluaron con un ANOVA de una
via, en donde el factor A (Fuente de luz; a=5) se encuentra conformado por 5 niveles (luz
blanca, azul, verde, amarilla y GroLux), esto se realizd para comparacion de medias entre
los tratamientos para cada uno de los dias de cultivo. Se evalu6 el crecimiento poblacional
por medio de un Andlisis de covarianza o ANCOVA en donde se utilizo el tiempo en dias
como covariable. Para el andlisis del tamafio celular y el efecto del tipo de luz en la fase

exponencial y estacionaria de crecimiento se realizé un ANOVA de dos vias.

Para el analisis de la composicién proximal, en el que incluye el analisis de
proteinas, carbohidratos, lipidos y pigmentos, se utilizé una de varianza de una via, para
comparar las posibles diferencias entre los dias de cultivo muestreados. Ademas, se

aplicé a los datos un ANOVA de dos vias, en donde:

El factor A (Fuente de luz, a=5) se encuentra conformado por 5 niveles (luz blanca,
azul, verde, amarilla y GroLux), el factor B (fases de crecimiento; c=2) en el cual se tienen
2 niveles (fase exponencial y fase estacionaria temprana).

Para evaluar las posibles diferencias en la optimizacion de proteinas, se utilizé un
analisis de varianza de tres vias 0 ANOVA multivariado para comparar el efecto de la

concentracion de hidréxido, la temperatura y el nUmero de extracciones.

En el analisis de las posibles diferencias estadisticas presentes en el ensayo de
criopreservacion se aplicé un ANOVA de dos vias, esto para evaluar los parametros

poblacionales y la composicion proximal, en donde se tiene el factor A (Crioprotector a=2)
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gue se encuentra conformado por 2 niveles (glicerol y DMSO) y el factor B (Fuente de
luz, a=5) se encuentra conformado por 5 niveles (luz blanca, luz azul, luz verde, luz
amarilla y GroLux). Para evaluar el crecimiento poblacional en el tratamiento del
crioprotector glicerol, se realizé un Analisis de covarianza (ANCOVA) en donde se utilizé
el tiempo en dias como covariable y para la evaluacién en el tratamiento del crioprotector

DMSO se realizé un ANOVA para cada uno de los dias de cultivo.

Los pardmetros fotosintéticos, las propiedades Opticas y la cantidad de energia
fotosintéticamente utilizable se compararon con un analisis de varianza de una via para

cada caso.

En aquellos casos que presentaron diferencias significativas en el andlisis
estadistico utilizado, se aplicé una prueba a posteriori de comparacion de medias de

Tukey.

Se trabaj6é con un nivel de confianza de 95% (a = 0.05), utilizando el programa
Statistica® version 9 (StatSoft, 2014).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Caracteristicas espectrales de emision las fuentes de luz

Se obtuvieron los espectros de las fuentes de luz utilizadas en los ensayos de
evaluacion del efecto de la composicion espectral de la luz y de la irradiancia en los

cultivos de Amphora sp. (Figura 1).

El espectro de emision de la luz blanca (LB, marca Philips catadlogo F40T12/DX)
tiene su valor maximo de emision entre los 500 a 550 nm y presenta un amplio espectro
de emision que se distribuye desde los 400 hasta los 700 nm. El espectro de emision de
la luz azul (LA, marca General Electric catdlogo F40B) presenta un valor de emisién
méaxima entre los 450 a 500 nm; sin embargo, el espectro de emisién se extiende de los
380 a los 600 nm. El espectro de emision de la luz verde (LV, marca General Electric
catalogo F40G) presenta su valor maximo de emision espectral entre los 510 a 550 nmy
su espectro total se distribuye desde los 500 nm a 600 nm de longitud de onda. El
espectro de emision de la luz amarilla (LM, marca Sylvania Gold catadlogo F40/GO) tiene
un valor maximo de emision entre los 580 y los 620 nm, y su espectro de emision va de
los 550 nm a 700 nm. La emision maxima de la luz GroLux (GL, marca Sylvania catalogo
F40/GRO/WS) se encontro entre los 600 y los 700 nm, presenta un amplio espectro que
se distribuye de los 400 nm a 750 nm, lo que resulta en un espectro de emisién de menor

energia radiante en comparacion con la luz azul o con la luz verde.

A partir de los espectros de las fuentes de luz, se obtuvieron las distribuciones
espectrales del flujo de la energia radiante para cada tipo de luz (Figura 2). Se encontré
gue el mayor flujo de energia fue proporcionado por la luz verde y la cual aporta 1.2 pmol
quanta m=2 s* como valor maximo, el menor flujo de energia radiante se presenté en la

fuente de luz blanca con un valor de 0.2 pmol quanta m2 s,
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Figura 1. Espectro de emision de las lamparas fluorescentes de luz blanca (LB, marca Philips
catdlogo F40T12/DX), luz azul (LA, marca General Electric catdlogo F40B), luz verde (LV, marca
General Electric catdlogo F40G), luz amarilla (LM, marca Sylvania Gold catdlogo F40/GO) y luz
GroLux (GL, marca Sylvania catdlogo FA0/GRO/WS).
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Figura 2. Distribucién espectral de la densidad del flujo foténico y PAR (radiacién
fotosintéticamente activa: pmol m? s?) de las |lamparas fluorescentes de luz blanca (LB, marca
Philips catalogo F40T12/DX), luz azul (LA, marca General Electric catdlogo F40B), luz verde (LV,
marca General Electric catdlogo F40G), luz amarilla (LM, marca Sylvania Gold catadlogo F40/GO) y
luz GroLux (GL, marca Sylvania catalogo F40/GRO/WS).
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3.2. Crecimiento, tamafio celular y parametros poblacionales

Se presenta la curva del crecimiento poblacional de Amphora sp. obtenida con los
distintos espectros de emisién de los tipos de luz durante un periodo de cultivo de ocho
dias (Figura 3). Los espectros de emision que estimularon una mayor densidad celular
son los de la luz azul (1°293,750 £ 59,261) y los de la la luz verde (1°258,750 + 98,099
cél mlt) al octavo dia de cultivo. La menor densidad poblacional fue de 878,750 + 33,819
cél mlIt y se obtuvo con la utilizacién de la luz amarilla. Se encontré que la fase de
crecimiento exponencial presentd una duracion de 4 dias para todos los espectros de
emision de luz utilizados, pero con excepcion de la luz azul, la cual presentd una fase de
crecimiento exponencial con una duracion de 5 dias. Para ninguno de los cultivos de
Amphora sp. mantenidos con los distintos tipos de luz se evalué fase de aclimatacion del
crecimiento.

21.0 -
20.5 ~
20.0 -

195

19.0

Log, céle ml*

18.5

18.0
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e B —O— LA —%— LV —&— LM & GL

Figura 3. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad celular (Logz cél ml't) de Amphora
sp. cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL), aunairradiancia de 50 umol m?2 sy un periodo de ocho dias. Andlisis
de covarianza (ANCOVA) y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b.
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Al realizar un andlisis de covarianza con el logz de la densidad celular, se obtuvo
que existian diferencias altamente significativas por efecto de la composicion espectral
de luz utilizada (p = 0.0000). Los distintos espectros de emision de los tipos de luz
ensayados presentaron relaciones lineales con el tiempo en dias de cultivo, y el ajuste a
dichas lineas, dado por los coeficientes de determinacion (r?), se encontraron entre el
89% y el 65%. No hay covarianza entre los tipos de luz y el tiempo en dias de cultivo (p
= 0.0000); por lo tanto, existe interaccion entre ambos factores dado que las pendientes
de las rectas presentaron diferencias altamente significativas (p = 0.0000).

Se presentan en la Tabla 1 los valores promedios en Logz obtenidos del
crecimiento celular (cél ml') de los cultivos de Amphora sp. con distinta composicién
espectral de la luz. El analisis de varianza de una via para cada uno de los dias de cultivo
y los distintos tipos de luz, muestran que la luz verde y la luz azul presentan los valores
mayores de densidad celular desde el dia 1 hasta el dia 3 de cultivo. La luz verde presenta
el valor mayor (20.147 + 0.094) al quinto dia, mientras que la luz azul presenta el valor
mas alto también al quinto dia de cultivo (20.192 + 0.059). En los dias 6 y 7 de cultivo se
observa la fase de crecimiento estacionaria y no hay diferencias significativas en la
densidad celular por efecto del espectro de emision de la luz, excepto para la luz amarilla
la cual presenta el menor crecimiento celular. Para el dia 8 se tiene que los mayores

crecimientos celulares fueron obtenidos con la luz blanca, la luz azul y la luz verde.

La evolucion del pH de los cultivos de Amphora sp. obtenidos con distinta
composicién espectral de la luz (Figura 4), muestran un incrementd hasta el dia 3 en
donde se obtuvieron los valores maximos de pH, los que oscilaron entre 8.41 y 9.03 para
todos los espectros de emision de los tipos de luz, siendo el mayor valor obtenido con la
luz verde (8 dia de cultivo) sin presentar diferencia con la luz azul, amarilla y roja, mientras
gue el menor valor correspondiente al tratamiento de luz blanca. Al comparar los valores
de pH vy el tipo de luz, se encontrdé que los menores valores de pH se presentaron con la

luz blanca durante todos los dias de cultivo.
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Tabla 1. Valores promedios y desviacién estandar del Log, de la densidad celular (cél ml?) de
Amphora sp. cultivada con distinta composicién espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde
(LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50 umol m2 s durante un periodo de
ocho dias.

Logz densidad celular

Tiempo (dias) Tratamiento (cél mi)
LB 17.718 (0.083)"s
LA 17.739 (0.000)"s
0 LV 17.699 (0.056)"s
LM 17.718 (0.083)"s
GL 17.700 (0.028)"s
LB 18.517 (0.138)°
LA 19.249 (0.112)2
1 LV 19.245 (0.085)2
LM 18.569 (0.038)°
GL 18.085 (0.018)¢
LB 18.635 (0.067)¢
LA 19.523 (0.062)2
2 LV 19.494 (0.039)2
LM 18.817 (0.085)¢
GL 19.008 (0.043)°
LB 18.930 (0.095)°
LA 19.708 (0.086)2
3 LV 19.827 (0.103)
LM 18.924 (0.127)°
GL 19.145 (0.146)°
LB 19.696 (0.051)°
LA 19.831 (0.131)°
4 LV 20.147 (0.094)2
LM 19.389 (0.097)¢
GL 19.419 (0.112)¢
LB 19.649 (0.211)c
LA 20.192 (0.059)2
5 LV 19.902 (0.110)2
LM 19.224 (0.036)¢
GL 19.430 (0.092)cd
LB 20.049 (0.211)2
LA 20.214 (0.039)2
6 LV 20.148 (0.043)2
LM 19.523 (0.204)°
GL 19.811 (0.289)3
LB 20.085 (0.053)
LA 20.203 (0.055)
7 LV 20.187 (0.295)2
LM 19.596 (0.079)°
GL 20.011 (0.074)2
LB 20.167 (0.142)
LA 20.302 (0.066)2
8 LV 20.261 (0.114)2
LM 19.744 (0.056)°
GL 20.017 (0.009)°

Andlisis de varianza de una via para cada dia de cultivo y tipo de luz, prueba a posteriori de Tukey a=0.05;
a>b>c>d; ns (diferencia no significativa).
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Se realiz6 un analisis de covarianza con los valores de pH y se obtuvo que existian
diferencias altamente significativas entre los tipos de luz utilizados (p = 0.0000). Los
distintas tipos de la luz ensayados no presentaron relaciones lineales con el tiempo en
dias de cultivo. No hay covarianza entre los tipos de luz y el tiempo en dias de cultivo (p
= 0.0000); por lo tanto, existe interaccion entre ambos factores dado que las pendientes

de las rectas presentaron diferencias altamente significativas (p = 0.0000).
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Figura 4. Evolucion del pH durante el crecimiento poblacional de Amphora sp. cultivada con luz
blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50
pmol m2 sy durante un periodo de 8 dias. Andlisis de covarianza (ANCOVA) y prueba a posteriori
de Tukey a=0.05; a>b.

Los parametros poblacionales de Amphora sp. obtenidos con los distintos tipos de
luz y durante un periodo de cultivo de ocho dias (Tabla 2), muestran que la tasa de
crecimiento presento diferencias altamente significativas por efecto de los distintos tipos

de luz (p = 0.0000). La mayor tasa de crecimiento se presento con la luz verde con un
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valor de 0.612 + 0.023 divisiones dia* y las menores tasas de crecimiento se obtuvieron
con la luz amarilla y la GroLux con valores de 0.417 £+ 0.024 dias y 0.430 + 0.028

divisiones dia!, respectivamente.

El andlisis de varianza de una via realizado con los valores del tiempo de
generacion, resultd que existen diferencias altamente significativas por efecto de los
distintos tipos de luz (p = 0.0000). EI mayor tiempo de generacién se presentd en el
tratamiento con luz amarilla (2.402 + 0.143 dias), mientras que el menor tiempo de
generacion se obtuvo con el tratamiento con luz verde (1.636 = 0.062 dias).

Tabla 2. Valores promedio y desviacién estandar de la tasa de crecimiento (u: divisiones dia™), el

tiempo de generacion (Tq4: dias) y la densidad celular maxima (DCM: cél ml™t x10°) de los cultivos de
Amphora sp., mantenidos con distinta composicion espectral de la luz.

Tratamiento

H

Tq

DCM

Luz Blanca 0.494 (0.013)P 2.024 (0.051)P 1.181 (0.119)®
Luz Azul 0.491 (0.012)P 2.039 (0.049)P 1.294 (0.059)2
Luz Verde 0.612 (0.023)2 1.636 (0.062)° 1.259 (0.981)2
Luz Amarilla  0.417 (0.024)° 2.402 (0.143)? 0.878 (0.338)°
GroLux 0.430 (0.028)° 2.333 (0.147)2 1.061 (0.006)

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.

Los resultados del tamafio celular de Amphora sp. se muestran en la Tabla 3, se
encontré que en el largo de las células existieron diferencias altamente significativas por
el factor tiempo o fase de crecimiento (p = 0.0085) y no existieron diferencias significativas
entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.5885). Resulté que no existe interaccion
entre ambos factores (p = 0.9087). En general se tiene que las células de Amphora sp.,
fueron mas largas en la fase de crecimiento exponencial (dia 3) y estacionaria (dia 8) con

respecto a la fase inicial (dia 0) de crecimiento.

El andlisis del ancho celular de Amphora sp. mostré que existieron diferencias
altamente significativas en el factor tiempo o fase de crecimiento (p = 0.0000) y no
existieron diferencias significativas entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.1002),
ademas existi6 interaccion entre ambos factores (p = 0.0304). Las células de Amphora
sp. fueron mas delgadas en la fase inicial de crecimiento (dia 0), y el mayor ancho celular
fue 15.299 £ 1.485 um en la fase de crecimiento estacionaria (dia 8) con el tratamiento

de GroLux.
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Tabla 3. Valores promedio y desviacién estandar del tamafio celular de Amphora sp., cultivada con
distinta composicién espectral.

Tratamiento Dia 0 Dia 3 Dia 8
Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho
Luz blanca 22.956 12.878 24.123 12.641 24.439 13.667
(3.129)° (1.717)¢ (2.965)2 (1.406)¢ (2.661)2 (1.972)c

Luz azul 22956  12.878  24.117 13551  24.127  14.556
(3.129)°  (1.717)° (3.022)2 (L1.441)" (2.333)2 (2.127)%

Luzverde 22956  12.878  23.185 12520 23.645  14.332
(3.129)°  (1.717)° (3.099)2 (1.372)° (2.698)2  (1.806)2

Luz amarilla 22.956  12.878  23.776  12.357 23560  14.714
(3.129)° (1.717)° (3.612)2 (1.196)° (2.667) (1.559)2

GroLux 22.956 12.878 24.093 12.547 24.761 15.299
(3.129)°  (1.717)° (3.316)2 (1.757)° (2.514)@ (1.485)?
ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.

3.3. Composicion proximal
3.3.1 Optimizacién en la extraccion de proteinas

Al efectuar la optimizacion de la extraccion de proteinas para los cultivos de
Amphora sp., se encontro que el mayor contenido de proteinas fue de 37.108 +£3 .019 pg
cél, el cual result6 al utilizar el NaOH al 0.3 N con un periodo de 15 minutos en bafio
Maria a 100 °C de temperatura y con una sola extraccion. El menor contenido de
proteinas 6.538 + 0.583 pg cél se obtuvo con NaOH al 0.2 N durante 30 minutos en

bafio Maria y con una doble extraccion (Figura 5).

Al realizar un andlisis de varianza de dos vias con los valores del contenido total
de proteina, se obtuvo que existian diferencias altamente significativas entre los tiempos
de extraccion de 15 y 30 minutos (p = 0.0006), siendo mayor el contenido de proteina

total en el tiempo de 15 minutos con dos extracciones.

Con el andlisis de varianza de tres vias se observé que existian diferencias
altamente significativas entre los diferentes tiempos de extraccion ensayados (p =0.0001)
y el nimero de extracciones (p = 0.0000). No se encontraron diferencias significativas
entre las distintas concentraciones de hidroxido de sodio utilizadas (p = 0.3670). Sin
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embargo, se detectd una interaccién entre las distintas concentraciones de hidroxido de
sodio y el numero de extracciones (p= 0.0450), lo que indica que el efecto de la

concentracion del hidréxido de sodio depende del nUmero de extraccion.
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Figura 5. Valores promedio y desviacién estandar del contenido de proteina (pg cél’!) de Amphora
sp., durante el ensayo de optimizacién de extraccion de proteina utilizando una (") o dos
extracciones ([l ), dos tiempos de extraccion (15 y 30 minutos) y tres distintas concentraciones
de NaOH (0.1, 0.2 y 0.3 N). ANOVA de dos vias (concentracion de NaOH y tiempo) y prueba a
posteriori de Tukey a=0.005; A>B. ANOVA de tres vias (NaOH, tiempo y extraccién) y prueba a
posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.
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3.2.2 Contenido de proteinas

El contenido de proteina (pg cél') de Amphora sp. presenté diferencias altamente
significativas por efecto de los distintos tipos de luz utilizados en los cultivos (p = 0.0000)
y por efecto de las fases de crecimiento (p = 0.0062) (Figura 6). Existi6 también una
interaccion entre ambos factores (p = 0.0030). El mayor contenido de proteina se obtuvo
con la luz amarilla en la fase de crecimiento estacionaria (dia 8) y fue de 54.813 + 4.759
pg céll; sin embargo, no existieron diferencias significativas con los contenidos de
proteina alcanzados con la luz amarilla (52.018 + 7.191 pg cél?) y la luz blanca (51.089
+ 6.331 pg cél?) en la fase de crecimiento exponencial (dia 3). El menor contenido de

proteina resultoé con la luz verde en la fase de crecimiento exponencial (27.170 + 2.542

pg cél?).
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Figura 6. Valores promedio y desviacién estandar del contenido de proteinas (pg cél?) de Amphora
sp., cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50 umol m? s y dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria. Contenido de proteina obtenido con una concentracion de NaOH 0.1N,
con dos extracciones y con un tiempo de extraccién de 15 minutos. ANOVA de dos vias y prueba a
posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.
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3.3.3 Contenido de carbohidratos

El analisis de varianza de dos vias mostréo que existian diferencias altamente
significativas entre los distintos tipos de luz utilizados (p = 0.0000) y por las fases de
crecimiento (p = 0.0000). Existié también una interaccion entre ambos factores (p =
0.0283) (Figura 7). El mayor contenido de carbohidratos (12.592 + 2.341 pg cél?) se
obtuvo con la luz GroLux durante el octavo dia de cultivo, mientras que el menor
contenido se presenté bajo la luz azul (1.689 + 0.758 pg cél!) durante la fase exponencial
del cultivo (dia 3).
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Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de carbohidratos (pg cél?) de
Amphora sp., cultivada con distinta composicién espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde
(LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL), aunairradianciade 50 pmol m? sy dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria. ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.
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3.3.4. Contenido de lipidos

El contenido de lipido resultd con diferencias altamente significativas entre los
distintos tipos de luz utilizados (p = 0.0004) y las fases de crecimiento (p = 0.0079). Existi6
también una interaccion entre ambos factores (p = 0.0000) (Figura 8). El contenido de
lipido disminuyd con el tiempo, obteniendo los mayores valores en la fase exponencial,
respecto los valores obtenidos en la fase estacionaria de crecimiento. El mayor contenido
de lipidos se presentd durante la fase de crecimiento exponencial (dia 3) bajo la luz
GroLux (27.058 + 6.310 pg céll). El menor contenido de lipidos resulté en la fase de
crecimiento estacionaria (dia 8) (6.565 + 0.314 pg cél') al mantener los cultivos con la

luz GroLux.
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Figura 8. Valores promedio y desviacién estandar del contenido de lipidos (pg cél’*) de Amphora sp.,
cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50 pmol m? s y dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria. ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.
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3.3.5. Contenido de pigmentos

El contenido de clorofila a (clo a) resultdé con diferencias altamente significativas
por efecto de los distintos tipos de luz (p = 0.0000) y por las fases de crecimiento (p =
0.0000). Existié también una interaccion entre ambos factores (p = 0.0042) (Figura 9). El
mayor contenido de clorofila a se present6 con la luz amarilla (0.258 + 0.026 pg cél?)
durante la fase de crecimiento exponencial, mientras que el menor contenido (0.115 +
0.023 pg cél?') fue en el tratamiento con luz azul en las dos fases de crecimiento

(exponencial y estacionaria).
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Figura 9. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de clorofila a (pg cél’t) de Amphora
sp., cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50 umol m? s y dos fases de crecimiento:
exponencial (dia 3) y estacionaria (dia 8). ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05;
a>b>c>d.
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El contenido de carotenoides presentd diferencias altamente significativas por
efecto los distintos tipos de luz (p = 0.0000) y no existio diferencia significativa por efecto
de las fases de crecimiento (p = 0.8717). No existio interaccion entre los factores (p =
0.0512) (Figura 10). El mayor contenido de carotenoides resulté con el uso de la luz
amarilla durante la fase exponencial (0.070 + 0.006 pg cél?), seguido por el valor obtenido
en la fase de crecimiento estacionaria por la misma fuente de luz de (0.067 + 0.008 pg
célt), mientras que el menor contenido de carotenoides fue evaluado con luz azul en la
fase de crecimiento exponencial (0.033 + 0.006 pg cél ).
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Figura 10. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de carotenoides (pg cél?) de
Amphora sp., cultivada con distinta composiciéon espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde
(LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL), aunairradiancia de 50 umol m2 sty dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria. ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.
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3.3.6. Peso seco organico y cenizas

Con base en los valores de peso seco organico (PSO) se observaron diferencias
altamente significativas entre los distintos tipos de luz (p = 0.0000), existieron diferencias
significativas entre las fases de crecimiento (p = 0.0095). Asi mismo, se presenté una
interaccion entre ambos factores (p = 0.0020). Se tiene que en general, el PSO fue mayor
en la fase de crecimiento exponencial (Figura 11), y el mayor valor de PSO se obtuvo con
la luz amarilla en la fase de crecimiento exponencial (dia 3) (9.993 + 1.474 pg célt). Sin
embargo, el menor valor de PSO se midi6 en el tratamiento con luz verde en la fase de

crecimiento exponencial (dia 3) (5.054 + 0.469 pg cél?) (Figura 11).
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Figura 11. Valores promedio y desviacion estandar del peso organico (pg cél’l) de Amphora sp.,
cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50 umol m? s y dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria. ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.
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Los valores de peso de cenizas (PC) mostraron diferencias altamente significativas
por efecto de los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0000) y entre las fases de
crecimiento (p = 0.0000), ademas se presentd una interaccion entre ambos factores (p =
0.0002). El valor mayor de PC fue evaluado con el uso de la luz amarilla en el tercer dia
de cultivo (fase exponencial) (24.017 + 3.261 pg cél'!). Mientras que la luz verde produjo
el menor valor de PC durante el octavo dia (fase estacionaria) (8.143 + 0.242 pg cél?)
(Figura 12).
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Figura 12. Valores promedio y desviacion estandar del peso de cenizas (pg cél’') de Amphora sp.,
cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50 umol m? s y dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria. ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.
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3.4. Propiedades de absorcién de Amphora sp.
3.4.1. Coeficientes de absorcion

Los coeficientes de absorcion de Amphora sp. cultivada con luz blanca a una
irradiancia de 50 umol m?2 s, se obtuvieron para cada uno de los dias de cultivo y se

encontré que el coeficiente de absorcion del material particulado (a,) fue disminuyendo

a lo largo del tiempo de cultivo, al igual que el coeficiente de absorcidon del detritus (a;)
(Figura 13).

Se obtuvieron los coeficientes de absorcion del fitoplancton (a,,) y de manera

general se observan dos picos de absorcion maxima, el primero de ellos entre los 400 y
los 480 nm (440 nm) que se encuentra a la region del color azul (440 nm) y el segundo
se encuentra entre los 650-700 nm (674 nm), que corresponde a la regidn del color rojo
del espectro electromagnético. Se observa que la forma de los espectros se mantiene en
cada uno de los dias con la excepciéon de la magnitud, ya que esta fue aumentando
conforme la densidad poblacional también aumentaba (Figura 14A). El coeficiente de

absorcion del fitoplancton (aPh(44o)) se encontr6 entre 4.139 y 37.009 m? los cuales

corresponden al dia 0 y al dia 10 de cultivo, respectivamente (Tabla 4).

3.4.2. Coeficiente especifico de absorcién

Se obtuvieron los coeficientes especificos de absorcion del fitoplancton (a x,j)
para el cultivo de Amphora sp. (Figura 14B) y se observa que los valores del coeficiente
especifico de absorcién disminuyen conforme aumentaba el contenido de clorofila a (clo

a) celular. El coeficiente especifico de absorcion (a * ) se encontrd entre 0.024 (dia

Ph(440)

0 de cultivo) y 0.058 (dia 8 de cultivo) m? (mg Clo a)™.
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3.4.3. Energia fotosintéticamente utilizable (PUR)
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Se obtuvieron los valores de la energia fotosintéticamente utilizable (PUR) para el

cultivo de Amphora sp. y para cada uno de los dias de cultivo; el PUR se encontr6 entre
los 21.114 pmol m?2 sty los 27.502 pmol m2 s (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de la radiacién fotosintéticamente utilizable (PUR en pmol m2 s), obtenidos con
los valores de los coeficientes especificos de absorcién de Amphora sp., cultivada bajo una
irradiancia de 50 pmol m? s*. En donde: a,, es el coeficiente de absorcién espectral del

fitoplancton, a,, es la media del coeficiente especifico de absorcion y a,,, es el coeficiente de
absorcién especifica maxima (440 nm) y Clo a (mg m) es el contenido de clorofila a.

Dia de Apn Aphm

cultivo (440pnm) (448 nm) Cloa PUR
0 4.139 0.024 169.000 26.880
0 8.856 0.041 216.240 27.502
1 9.965 0.049 204.360  21.580
1 8.352 0.047 177.800 21.114
2 11.709 0.042 279.720 21.719
2 11.893 0.046 256.720 22.131
3 14.105 0.038 366.640 21.975
3 13.230 0.031 430.040 21.732
4 16.719 0.035 477.480 22.096
4 16.432 0.034 487.600 22.181
5 21.433 0.035 614.560 23.374
5 19.084 0.036 526.680 22.325
6 29.417 0.047 628.360 21.785
6 30.659 0.052 592.280 22.098
7 31.640 0.047 666.280 22.209
7 30.047 0.047 644.480 21.581
8 34.292 0.047 728.760 21.521
8 35.258 0.058 611.920 21.648
9 33.154 0.044 754.440 21.997
9 30.979 0.041 746.920 21.341
10 37.009 0.049 755.440 22.309
10 35.268 0.048 741.720 21.950
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3.5. Tasa fotosintética

Se obtuvieron las curvas fotosintesis-irradiancia (P-E) de los cultivos de Amphora
sp. mantenidos en los distintos tipos de luz utilizados (Figura 15), en donde la curva que
alcanza valores mayores es la obtenida con el tratamiento de la luz azul y los menores
valores de la curva P-E se presentaron en la luz amarilla. El analisis de varianza de una
via realizado con los valores de fotosintesis maxima (Pmax: moles de O2 mg clorofila a
min-1) resultaron con diferencias altamente significativas (p = 0.0047) entre los distintos
tipos de luz, presentando el mayor valor la luz azul (2.76 x 10-*° moles de O2 mg clorofila
a min't)y el menor valor de fotosintesis maxima se obtuvo con la luz amarilla con (1.02 x

1019 moles de O2 mg clorofila a mint).

El ANOVA de una via mostré que la eficiencia fotosintética [a: moles de O2 mg
clorofila a min-t(umolt m?2 s1)-1] presenta diferencias significativas (p = 0.0132) entre las
fuentes de luz, presentandose la mayor eficiencia fotosintética con la luz azul (9 x 1013
moles de O2 mg clorofila a mint(umol* m2 s)1), mientras que la menor eficiencia se
obtuvo en el tratamiento con la luz amarilla (2 x 101 moles de O2 mg clorofila a
mint(umol? m2 s?1)1). Los valores de la intensidad de luz de saturacién (Ex: umol m2
s1) mostraron que existen diferencias significativas (p = 0.0102) entre los distintos tipos
de luz utilizadas, siendo el mayor valor de 514.58 pmol m2 s presentado por la fuente
de luz amarilla y el menor valor se obtuvo bajo la luz verde y fue de 257.43 pumol m?2 s,
Tabla 5. Parametros fotosintéticos de Amphora sp. cultivada con distinta composicidn espectral de
laluz durante un periodo de 8 dias. Valores promedios y desviacién estandar de latasa fotosintética
maxima (Pmax: moles de O, mg clorofila a min?; 1 x 1019, la pendiente inicial de la fotosintesis o

eficiencia fotosintética [a: moles de O, mg clorofila a mint(umol* m2s?)?]; 1 x 101%) y laintensidad
de luz de saturaciéon (Ex: umol m2s7).

Tratamiento Pmax Alfa (a) Ex

Luz blanca 1.88 (0.00)2 4.0 (0.00)2 474.06 (0.000)2°
Luz azul 2.73 (0.13)2 9.0 (2.12) 334.85 (66.37)3¢
Luz verde 1.76 (0.00)° 7.0 (0.00)2 257.43 (0.000)¢
Luz amarilla 1.02 (0.16)° 2.0 (0.00)° 514.58 (79.26)2
GrolLux 1.55 (0.43)2 5.0 (141 316.03 (0.002)Pc

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.
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Figura 15. Curvas P-E (fotosintesis-irradiancia) de Amphora sp. cultivada con distinta composicion
espectral de la luz y a una irradiancia de 50 umol m? s, Fotosintesis neta (Pn: 1 x 101 como
respuesta de la irradiancia incidente sobre los cultivos mantenidos con luz blanca (LB), luz azul
(LA), luz verde (LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL).
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3.6. Preservacion en frio y viabilidad
3.6.1 Viabilidad semana 8

Se obtuvo la curva del crecimiento poblacional de Amphora sp. posterior a su
preservacion a 4 °C y en obscuridad por un periodo de ocho semanas (Figura 16). En
general, los cultivos presentaron una fase de crecimiento exponencial con duracion de 4
dias. La mayor densidad celular al dia 8 de cultivo se presenté en el tratamiento de luz
blanca (900,000 + 119,324 cél ml) y la menor densidad fue de con la luz azul (784,300
+ 39,775 cél mlt).

El andlisis de covarianza realizado con el logz de la densidad celular (cél mi?),
mostro diferencias altamente significativas entre los indculos preservados provenientes
de los distintos tipos de luz utilizados (p =0.0000). Los distintos tipos de luz ensayados
presentaron relaciones lineales con el tiempo en dias de cultivo, y el ajuste a dichas
lineas, dado por los coeficientes de determinacion (r?), se encontraron entre el 91% vy el
83%. No hay covarianza entre los tipos de luz y el tiempo en dias de cultivo (p = 0.0000);
por lo tanto, existe interaccion entre ambos factores dado que las pendientes de las rectas
presentaron diferencias altamente significativas (p = 0.0000). A lo largo del tiempo de
cultivo, el mayor crecimiento poblacional se logré con los inéculos prevenientes de la luz
GroLux (19.144 + 0.448) y el menor crecimiento se presentod en la luz blanca (18.975 *
0.410).
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Figura 16. Valores promedio y desviacién estandar del Log, de la densidad celular (cél ml?) de
Amphora sp., cultivada previamente a la preservacién con distinta composicién espectral de luz
blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50

pumol m2sty preservada en frio (4 °C) por un periodo de 8 semanas. ANCOVA y prueba a posteriori
de Tukey a=0.05; a>b.

Al comparar los valores de la tasa de crecimiento (1) de los cultivos
preservados por 8 semanas, no se obtuvieron diferencias significativas (p = 0.1850) por

efecto de los distintos tipos de luz ensayados previamente a su preservacion.

En el andlisis realizado para evaluar las posibles diferencias entre los valores del
tiempo de generacion (Tg) se obtuvo que no existian diferencias significativas (p = 0.2828)

entre los distintos tipos de luz utilizados previamente a la preservacion.
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Tabla 6. Valores promedio y desviacién estandar de la tasa de crecimiento (u: divisiones dia), el
tiempo de generacion (T4: dias) y densidad celular maxima (DCM: cél ml?; 1 x 10%) de Amphora sp.,
cultivada previamente a la preservaciéon con distinta composicion espectral de la luz, a una
irradiancia de 50 pmol m2 sy preservada en frio (4 °C) por un periodo de 8 semanas.

Tratamiento M Ty DCM Ii/rillj)?izasg?
Luz blanca 0.161 (0.083)"s 7.166 (3.711)"s 9.000 (0.119)2  Negativa
Luz azul 0.247 (0.062)"s 4.174 (1.053)"s 7.843 (0.397)°  Negativa
Luz verde 0.140 (0.025)"s 7.235 (1.311)"s 8.135 (0.921)®  Negativa
Luz amarilla 0.295 (0.095)"s 3.453 (0.669)"s 7.962 (0.659)°  Negativa
GroLux 0.218 (0.046)"s 4.700 (0.985)"s 8.239 (0.671)® Negativa

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b; ns (diferencia no significativa).

Existieron diferencias significativas (p = 0.0111) entre los valores del pH de los
cultivos mantenidos con los distintos tipos de luz utilizados y posteriormente preservados
por 8 semanas. El menor valor de pH fue de 7.42 £+ 0.01 y se presento6 en el tratamiento
de luz blanca. Mientras que los valores de pH al final del periodo de crecimiento de los
in6culos preservados, se obtuvieron diferencias altamente significativas (p = 0.0000)
segun el efecto de la procedencia de la composicion espectral de la luz. EI mayor valor
de pH fue obtenido con el tratamiento de GroLux (8.47 + 0.07) y el menor valor de pH se
presento en el tratamiento con luz verde (8.03 = 0.02).

Tabla 7. Valores promedios y desviacién estandar de los valores de pH de los cultivos de Amphora
sp. expuestos a distinta composicién espectral de laluz y después de 8 semanas de preservacion

en frio (4 °C: inicial) y al finalizar la curva de crecimiento de evaluacion de la viabilidad para el
crecimiento después del proceso de preservacion (final).

Tratamiento . pl—_| pH
inicial final
Luz blanca 7.42 (0.01)° 8.27 (0.03)°
Luz azul 7.52 (0.03)2 8.16 (0.07)c
Luz verde 7.54 (0.02)2 8.03 (0.02)°
Luz amarilla 7.54 (0.03)2 8.22 (0.05)°
GroLux 7.54 (0.01)2 8.45 (0.07)2

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.

Al comparar el tamafo celular (largo y ancho) de Amphora sp., antes de su
preservacion (cosecha) y después de 8 semanas de ser preservada (viabilidad), se
encontré que existieron diferencias muy significativas por el factor tiempo (p = 0.0408) y
no existieron diferencias significativas entre los distintos tipos de luz ensayados (p =

0.4842). Resultd que no existe interaccion entre ambos factores (p = 0.2042). La
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tendencia general del tamafio de las células de Amphora sp. fue que disminuyé el largo

de las células por efecto de la preservacion en frio por 8 semanas (Tabla 8).

Al comparar los valores del ancho celular se encontré que existieron diferencias
altamente significativas por el factor tiempo (p = 0.0000) y no existieron diferencias
significativas entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.2429), ademas existio
interaccion entre ambos factores (p = 0.0187). Las células de Amphora sp. son mas
delgadas después de su preservacion en frio por 8 semanas. Las células mas delgadas
se presentaron con el tratamiento de luz verde el dia de su cosecha (12.520 + 1.372 um)
(Tabla 8).

Tabla 8. Valores promedios y desviacion estandar del tamafio celular de los cultivos de Amphora sp.,

expuestos a distinta composicion espectral de la luz (sin preservar) y después de 8 semanas de
preservacion en frio (4 °C: preservacion).

Tratamiento Sin preservar Preservacion
Largo Ancho Largo Ancho
Luz blanca 24.123 12.641 25.301 15.102
(2.965)2 (1.406)2 (2.873)° (1.930)¢°
Luz azul 24.117 13.551 23.301 14.753
(3.022)2 (1.441) (2.873)° (1.460)
Luz verde 23.185 12.520 24.786 15.074
(3.099)2 (1.372) (2.808)° (1.748)¢
Luz amarilla 23.776 12.357 25.186 15.437
(3.612) (1.196)2 (3.119)° (1.644)¢
GroLux 24.093 12.547 23.629 14.400
(3.156)2 (1L.757) (2.266)° (1.974)°

ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.
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3.6.2 Viabilidad semana 16

Se obtuvo la curva del crecimiento poblacional posterior su preservacion a 4 °Cy
en obscuridad por un periodo de dieciséis semanas (Figura 17). De manera general, los
cultivos presentaron una fase de acondicionamiento larga con una duracion de 4 dias,
posteriormente comenz6 la fase de crecimiento exponencial, la cual presentd una
duracion de 3 dias, esto para todas los indculos prevenientes de los cultivos mantenidos
con los distintos tipos de luz ensayados previo a la preservacion en frio. Al octavo dia de
cultivo se obtuvo la mayor densidad celular y se present6 en el tratamiento de luz azul
(1'291,667 + 128,746 cél mlt) y la menor densidad fue en los tratamientos de la luz
amarilla (922,917 + 60,056 cél ml'!) y de la GroLux (922,917 + 56,711 cél ml?t).

El andlisis de covarianza realizado con el logz de la densidad celular (cél ml?),
mostrd que no existian diferencias significativas entre los distintos tipos de luz utilizados
(p = 0.9850). Los distintos tipos de luz ensayados no presentaron relaciones lineales con
el tiempo en dias de cultivo, lo que se sustenta con los coeficientes de determinacion (r?)
calculados que oscilaron entre el 48% y el 33%. Resultd que no existe covarianza (p =
0.0000) entre los distintos tipos de luz ensayados y el tiempo en dias de cultivo; por lo
tanto, existe interaccion entre ambos factores dado que las pendientes de las rectas
presentaron diferencias altamente significativas (p = 0.0000). A lo largo del tiempo de
cultivo, el mayor crecimiento poblacional se obtuvo con los indculos prevenientes del
tratamiento de la luz verde (18.787 + 0.750) y el menor crecimiento se presenté en la luz
blanca (18.532 + 0.7683).
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Figura 17. Valores promedio y desviacién estandar del Log; de la densidad celular (cél ml?) de
Amphora sp. cultivada previamente a la preservacién bajo distinta composicién espectral de luz
blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL), a una irradiancia de 50

pumol m?s?y preservada en frio (4 °C) por un periodo de 16 semanas. ANCOVA y prueba a posteriori
de Tukey a=0.05.

Al comparar los valores de la tasa de crecimiento (u), se obtuvieron diferencias
significativas (p=0.0149) entre los distintos tipos de luz ensayados previamente a su
preservacion. La mayor tasa de crecimiento se presentd con los in6culos provenientes
de la luz azul (0.769 + 0.059 divisiones dia!) y la menor tasa de crecimiento se presenté
con la luz amarilla (0.499 + 0.095 divisiones diat).

En el analisis realizado para evaluar las posibles diferencias entre los valores del
tiempo de generacion (Tg) se obtuvo que existian diferencias significativas (p=0.0105)
entre los distintos tipos de luz ensayados previamente a la preservacion. El mayor tiempo
de generacién se presentd con los indculos provenientes de la luz amarilla (2.051 £ 0.374

dias) y el menor tiempo de generacién se presento en el tratamiento de la luz azul (1.305
+ 0.103 dias).
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Tabla 9. Valores promedio y desviacién estandar de la tasa de crecimiento (u: divisiones dia), el
tiempo de generacion (Tq: dias) y densidad celular maxima (DCM: cél ml; 1x10%) de Amphora sp.,
cultivada previamente a la preservaciéon con distinta composicion espectral de la luz, a una
irradiancia de 50 pmol m2 sy preservada en frio (4 °C) por un periodo de 16 semanas.

Tratamiento M Ty DCM I:/ritgfil;asg(.a
Luz blanca 0.768 (0.076) 1.310 (0.132)° 11.337 (1.825)"s  Negativa
Luz azul 0.769 (0.059)2 1.305 (0.103)° 12.916 (1.287)" Negativa
Luz verde 0.704 (0.125)2° 1.449 (0.236)° 12.812 (3.141)"  Negativa
Luz amarilla  0.499 (0.095)° 2.051 (0.374)2 9.229 (0.600)"s  Negativa
GroLux 0.632 (0.050)2° 1.589 (0.132)2° 9.229 (0.567)"  Negativa

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; ns (diferencia no significativa).

En el analisis de los valores del pH de los cultivos mantenidos con los distintos

tipos de luz utilizados y posteriormente preservados por 16 semanas, mostrd que en el

pH inicial no existieron diferencias significativas (p = 0.1695) entre los distintos tipos de

luz ensayados. Mientras que para los valores del pH final, resultd que existieron

diferencias altamente significativas (p = 0.0000) entre los in6culos provenientes de los

distintos tipos de luz. Con el tratamiento de GroLux se obtuvo el valor mayor de pH (8.28

+ 0.06) y el menor valor de pH se presentd en el tratamiento de luz verde (7.68 + 0.13).

Tabla 10. Valores promedios y desviacién estdndar de los valores de pH de los cultivos de Amphora
sp. expuestos a distinta composicion espectral de laluzy después de 16 semanas de preservacion
en frio (4 °C: inicial) y al finalizar la curva de crecimiento de evaluacién de la viabilidad para el

crecimiento después del proceso de preservacion (final).

Tratamiento . pl—_| pH
inicial final
Luz blanca 7.34 (0.02)"s 8.21 (0.05)2
Luz azul 7.31 (0.06)"s 7.79 (0.05)°
Luz verde 7.36 (0.06)"s 7.68 (0.13)°
Luz amarilla 7.37 (0.05)"s 8.13 (0.08)
GroLux 7.45 (0.04)"s 8.28 (0.06)2

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b, ns (diferencia no significativa).
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En la comparacion del tamafio celular (largo y ancho) de Amphora sp., antes de
su preservacion (cosecha) y después de 16 semanas de ser preservada (viabilidad),
existieron diferencias altamente significativas por el factor tiempo (p = 0.0087) y no
existieron diferencias significativas entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.4143).
Resultd que no existe interaccion entre ambos factores (p = 0.2875). La mayor longitud
celular se presento con el tratamiento de GroLux después de su preservacion en frio por
16 semanas (25.915 + 3.351 um) y la menor longitud celular se presento con la luz verde

el dia de su cosecha (antes de ser preservado) (23.185 + 3.099 um).

Al comparar los valores del ancho celular, resultd que existieron diferencias
altamente significativas por el factor tiempo (p = 0.0000), asi como entre los distintos tipos
de luz ensayados (p = 0.0037) y no existid interaccion entre ambos factores (p = 0.2955).
En general las células de Amphora sp. fueron méas delgadas (menos anchas) el dia de su
cosecha antes de ser preservadas y fueron mas anchas después de su preservacion a 4

°C por 16 semanas.

Tabla 11. Valores promedios y desviacion estandar del tamafio celular de los cultivos de Amphora
sp., expuestos a distinta composicion espectral de la luz (sin preservar) y después de 16 semanas
de preservacion en frio (4°C: preservacion).

Tratamiento Sin preservar Preservacion
Largo Ancho Largo Ancho
Luz blanca 24.123 12.641 23.884 14.545
(2.965)20 (1.406)° (3.048)2 (1.933)2
Luz azul 24.117 13.551 24.597 15.481
(3.022)2b (1.441)c (3.329)2 (1.356)2
Luz verde 23.185 12.520 25.030 15.458
(3.099)° (1.372)° (2.588)2° (1.685)2
Luz amarilla 23.776 12.357 24.591 14.834
(3.612)2b (1.196)° (2.477)2 (1.256)2
GroLux 24.093 12.547 25.915 14.967
(3.3156) (1.757)° (3.351)2 (1.431)2

ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.
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3.7. Criopreservacion
3.7.1 Viabilidad, tamafo celular y pardmetros poblacionales

Se obtuvo la curva del crecimiento poblacional de Amphora sp. posterior a su
criopreservacion a -196 °C en nitrégeno liquido por un periodo de 24 horas y cultivada
por un total de 11 dias para evaluar su viabilidad bajo luz blanca a una irradiancia de 50
umol m?2 st (Figura 18). En general los cultivos criopreservados con Glicerol 10%
presentaron una fase de crecimiento exponencial con duracién de 8 dias para todos los
distintos tipos de luz ensayados. La mayor densidad celular al dia 11 de cultivo se
presento en el tratamiento de GroLux (7°568,750 + 952,826 cél mlt) y la menor densidad
se present6 con la luz blanca (5°897,500 + 346,482 cél ml?) (Figura 18A). En los cultivos
criopreservados con DMSO 10% se observa un decaimiento poblacional a partir del sexto
dia de cultivo para todas las luces analizadas (Figura 18B).

Se realizdé un andlisis de covarianza con el logz de la densidad celular para los
cultivos criopreservados con Glicerol 10%, en donde se obtuvo que existian diferencias
altamente significativas entre los distintos tipos de luz utilizados (p = 0.0136). Los distintos
tipos de luz ensayados presentaron relaciones lineales con el tiempo en dias de cultivo,
y el ajuste a dichas lineas, dado por los coeficientes de determinacion (r?), se encontraron
entre el 94% y el 78%. No hay covarianza entre los distintos tipos de luz y el tiempo en
dias de cultivo (p = 0.0000); por lo tanto, existe interaccion entre ambos factores dado
qgue las pendientes de las rectas presentaron diferencias altamente significativas (p =
0.0000). A lo largo del tiempo de cultivo, el mayor crecimiento poblacional se logro con el
control (sin preservar) (22.160 + 0.635) y el menor crecimiento se presentd en la luz
amarilla con un valor de (21.939 + 0.538). Para los cultivos criopreservados con DMSO
10% estadisticamente no se puedo aplicar un ANCOVA por lo que se analizar por ANOVA

de una via.
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Al comparar los valores promedios en Log2 de la densidad celular (cél mlI't) con
respecto a cada uno de los dias de cultivo, se encontré que el tratamiento control presentd
los mayores valores de densidad celular, con una fase de crecimiento exponencial desde
el dia 0 hasta el dia 8 y con su maxima densidad celular el dia 11 de cultivo (7°831,250 +
482,600 cél ml't). En general, se encontré que en los tratamientos cultivados previos a la
criopreservacién con los distintos tipos de luz tienen una fase de crecimiento exponencial
desde el dia 0 hasta el dia 6 de cultivo, en donde todos los cultivos alcanzan su maxima
densidad celular y posteriormente presentan una disminucién a partir del dia 8. Los
cultivos provenientes del tratamiento con luz blanca, son los Unicos que no presentaron
una disminucién de la densidad célular y por el contrario a partir del dia 6 de cultivo las

células comienzan una fase de crecimiento estacionaria.

Por medio del analisis de varianza de dos vias se encontrd que los valores de la
tasa de crecimiento (i) de los cultivos criopreservados con glicerol y DMSO, tuvieron
diferencias altamente significativas por efecto del tipo de crioprotector (p = 0.0000) y
también por efecto de la procedencia de los cultivos mantenidos en los distintos tipos de
luz (p = 0.0016). La mayor tasa de crecimiento se presento con los cultivos provenientes
de la luz verde y criopreservados con glicerol (0.197 + 0.023 divisiones dia') y la menor
tasa de crecimiento se presenté con los cultivos provenientes de la luz amarilla y
criopreservados con DMSO (0.051 + 0.035 divisiones dia).

Se encontré que el tiempo de generacion (Tg) fue altamente significativo por efecto
del tipo de crioprotectante (p=0.0000) y también por efecto del origen de los cultivos
mantenidos en los distintos tipos de luz (p=0.0000). ElI mayor tiempo de generacion se
presento con los cultivos provenientes del tratamiento con luz amarilla y criopreservado
con DMSO (33.317 * 6.880 dias™). EI menor tiempo de generacién se obtuvo con los

cultivos expuestos a luz verde y criopreservados con glicerol (4.802 + 0.386 dias™).
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Tabla 12. Valores promedio y desviacién estandar del Log, de la densidad celular (cél mI?) de
Amphora sp. criopreservadas con dimetilsulféxido 10% (DMSO) y previamente cultivada bajo distinta

composicion espectral de la luz.

Tiempo (dias)

Tratamiento

Log2 densidad celular

(cél mlt)

Luz blanca 21.188 (0.028)"s
Luz azul 21.440 (0.186)"s
0 Luz verde 21.044 (0.245)
Luz amarilla 20.982 (0.040)"s
GroLux 20.994 (0.040)"s
Control 21.114 (0.146)"
Luz blanca 21.440 (0.130)
Luz azul 21.639 (0.357)2
4 Luz verde 21.486 (0.082)%
Luz amarilla 21.012 (0.156)°
GroLux 21.322 (0.082)%
Control 21.727 (0.174)2
Luz blanca 21.541 (0.167)b°
Luz azul 21.747 (0.268)°
6 Luz verde 21.648 (0.134)bc
Luz amarilla 21.278 (0.202)°
GroLux 21.431 (0.088)bc
Control 22.256 (0.045)2
Luz blanca 21.544 (0.062)°
Luz azul 20.913 (0.581)bc
8 Luz verde 21.097 (0.255)b¢
Luz amarilla 20.918 (0.166)bc
GroLux 20.691 (0.253)¢
Control 22.702 (0.042)2
Luz blanca 21.579 (0.267)°
Luz azul 20.830 (0.010)¢
11 Luz verde 21.084 (0.016)b°
Luz amarilla 20.909 (0.009)¢
GroLux 20.795 (0.206)°
Control 22.899 (0.089)2

ANOVA de una via y prueba a posteriori de Tukey 0=0.05; a>b>c>d, ns (diferencia no significativa).
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Tabla 13. Valores promedio y desviacidn estandar de la tasa de crecimiento (u: divisiones dial) y el
tiempo de generacion (T4: dias) de Amphora sp., cultivada previamente a la criopreservaciéon con
distinta composicion espectral de la luz, a una irradiancia de 50 umol m? s y criopreservada a
- 196 °C por un periodo de 24 horas.

Criopreservador Tratamiento K T,
Luz blanca 0.188 (0.038)2 4.818 (0.461)P
Glicerol Luz azul 0.148 (0.011)ac 6.575 (0.515)°
10% Luz verde 0.197 (0.023)2 4.802 (0.386)°
Luz amarilla 0.146 (0.028)acc 6.217 (0.445)°
GroLux 0.154 (0.026)2 5.924 (0.042)°
Sin criopreservar Luz blanca 0.185 (0.012) 5.331 (0.427)°
Luz blanca 0.058 (0.030)c 13.345 (0.406)°
DMSO Luz azul 0.076 (0.067)b° 11.247 (6.368)°
10% Luz verde 0.110 (0.055)akc 7.035 (0.255)P
Luz amarilla 0.051 (0.035)¢ 33.317 (6.880)2
GroLux 0.071 (0.012)c 15.524 (0.693)°

ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.005; a>b>c.

El tamafio celular (largo y ancho) de Amphora sp. de las células de los cultivos
mantenidos con distintos tipos de luz y después de ser criopreservados con glicerol y
DMSO mostraron diferencias significativas por efecto del tipo de crioprotector (p = 0.0495)
y diferencias significativas (p = 0.0841) por efecto de los distintos tipos de luz ensayados.
Resultd que existio interaccion entre ambos factores (p = 0.0025). La mayor longitud de
las células se presentd con el tratamiento de luz verde sin criopreservacion (cosecha)
(28.589 + 4.807 um), mientras que la menor longitud celular se presento en el tratamiento
con luz blanca y criopreservado con glicerol 10% (24.186 + 3.667 um).

Al comparar el ancho de las células de Amphora sp. se encontraron diferencias
altamente significativas por el efecto del tipo de crioprotector (p = 0.0000) asi como entre
los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0039). Existi6 interaccion entre ambos factores
(p = 0.0000). En general las células de Amphora sp. fueron mas delgadas después de su
criopreservacion. El mayor ancho celular se obtuvo en las células sin criopreservar con
los cultivos provenientes de luz verde (17.019 + 1.803 um), mientras que el menor ancho
celular se presenté con el tratamiento de luz blanca y criopreservado con glicerol (14.014
+ 2.304 pm).
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Tabla 14. Valores promedio y desviacion estandar del tamafio celular (um) de Amphora sp., cultivada
con distinta composicion espectral previo a su criopreservacién (CP) y posterior al uso de
crioprotector y -196 °C. En donde: LB (luz blanca), LA (luz azul), LV (luz verde), LM (luz amarilla), GL
(GroLux); NP (no preservado).

Tipo Previo CP Posterior uso de Posterior uso de

de Glicerol DMSO

luz Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho

LB 26.479 16.298 24.186 14.014 28.151 16.394
(3.328)%¢  (1.957)2b (3.667)° (2.304)° (4.415)® (1.982)%

LA 26.014 15.547 25.845 15.202 25.120 14.475
(3.477)%¢  (1.676)2cd  (2.657)3¢ (1.215)b (3.403)bc (2.026)

LV 28.589 17.019 26.468 15.127 25.559 15.931
(34.807)2 (1.803)2 (3.297)%¢  (1.761)° (3.205)3kc (1.341)%c

LM 25.517 15.881 26.00 15.340 24.543 14.823
(3.405)%¢  (1.751)3¢  (3.793)3¢  (1.668)° (3.942)¢° (1.680)bcd

GL 26.638 15.638 25.205 15.506 25.827 14.793
(3.929)2¢  (1.775)3bcd  (3.384)°¢  (1.958)cd  (3.754)3bc (2.177)bed

NP 26.346 15.071 26.346 15.071 26.346 15.071
(3.947)%¢  (1.766)°°4  (3.947)3¢ (1.766)>°d  (3.947)3c (1.766)bcd

ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.

3.7.2 Composicion proximal

El contenido de proteina (pg cél't) de Amphora sp. mostré que existian diferencias
significativas por efecto del tipo de crioprotector (p = 0.0280) y diferencias altamente
significativas entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0000). Existié también una
interaccidn entre ambos factores (p = 0.0007). El mayor contenido de proteina se obtuvo
con la luz blanca criopreservada con glicerol (21.169 + 1.062 pg cél?), mientras que el
menor valor result6 en el tratamiento control sin el uso de crioprotectores (2.906 + 0.141

pg cél?t).
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Figura 19. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de proteinas (pg cél'') de Amphora
sp., cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL) y criopreservados con: glicerol y dimetilsulféxido (DMSO). ANOVA de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.

El contenido de lipidos resulté con diferencias altamente significativas entre los
crioprotectores (p = 0.0028) y entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0088).
Existié también una interaccién entre ambos factores (p = 0.0105) (Figura 20). EI mayor
contenido de lipidos se present6 con luz blanca y criopreservada con glicerol (9.453 +
0.200 pg cél?), mientras que el menor contenido de lipidos resulté en el tratamiento
control (2.969 + 1.204 pg cél?).



73

12 -
a
101 - abc
abc
T8
8 abc
)]
2 61
(72]
2
a | © ¢
=
2 .
0 .
DMSO Glicerol
Crioprotector
3 Control [ | LB 7] LA EEEELlVE=S LM mEGL

Figura 20. Valores promedio y desviacién estandar del contenido de lipidos (pg cél'') de Amphora
sp., cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL) y criopreservados con: glicerol y dimetilsulféxido (DMSO). ANOVA de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c.

El contenido de clorofila a presentd diferencias altamente significativas entre los
crioprotectores (p = 0.0000) y entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0000) y
existio también una interaccion entre ambos factores (p = 0.0000) (Figura 21). El mayor
contenido de clorofila a se presentd con la luz verde y criopreservado con DMSO (0.065
+ 0.002 pg célt), mientras que el menor valor fue con el tratamiento de GroLux vy

criopreservado con glicerol (0.012 + 0.001 pg cél?).
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Figura 21. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de Clorofila a (pg célt) de Amphora
sp., cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL) y criopreservados con: glicerol y dimetilsulféxido (DMSO). ANOVA de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d>e>f.

El contenido de carotenoides presentd diferencias altamente significativas entre
los crioprotectores (p = 0.0004) y entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0027)
y existio también una interaccion entre ambos factores (p = 0.0000), (Figura 22). EI mayor
contenido de carotenoide resulté de con la luz verde y criopreservado con DMSO (0.070
+ 0.006 pg céll), mientras que el menor contenido se presentd con la luz verde y

criopreservado con glicerol (0.033 + 0.006 pg cél?).
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Figura 22. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de carotenoides (pg cél?) de
Amphora sp., cultivada con distinta composicién espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde
(LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL) y criopreservados con: glicerol y dimetilsulféoxido (DMSO).
ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d>e.

En el analisis del peso seco organico (PSO) se observaron diferencias altamente
significativas entre los crioprotectores (p = 0.0000) y los distintos tipos de luz ensayados
(p = 0.0000) y con una interaccion entre ambos factores (p = 0.0000). EI menor valor
obtenido de PSO se present6 con la luz blanca sin criopreservar (7.375 + 0.009 pg cél ),
mientras que el mayor valor se presenté con la luz amarilla y criopreservado con DMSO
(46.060 £ 0.000 pg cél?) (Figura 23).
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Figura 23. Valores promedio y desviaciéon estandar del peso organico (pg cél?) de Amphora sp.,
cultivada con distinta composicion espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde (LV), luz
amarilla (LM) y GroLux (GL) y criopreservados con: glicerol y dimetilsulféxido (DMSO). ANOVA de
dos vias y prueba a posteriori de Tukey 0=0.05; a>b>c>d>e>f.

El peso de cenizas fueron presentd diferencias altamente significativas entre los
crioprotectores (p = 0.0000) y entre los distintos tipos de luz ensayados (p = 0.0000) y
existié una interaccion entre ambos factores (p = 0.0000). El valor mayor se present6 con
la luz verde y criopreservado con glicerol (84.519 + 0.000 pg céll) y el menor valor se

presentd con la luz blanca sin criopreservar (12.691 + 0.061 pg cél?) (Figura 24).
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Figura 24. Valores promedio y desviacion estandar del contenido del peso de cenizas (pg cél?) de
Amphora sp., cultivada con distinta composicién espectral de luz blanca (LB), luz azul (LA), luz verde
(LV), luz amarilla (LM) y GroLux (GL) y criopreservados con: glicerol y dimetilsulféoxido (DMSO).
ANOVA de dos vias y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d.
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Capitulo 4. Discusién

Crecimiento

En las diatomeas la composicion espectral de la luz utilizada para su cultivo
produce diferencias tanto en la tasa de crecimiento como en la produccion de biomasa
total (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002;
Mercado et al., 2004). La eficiencia del crecimiento es un término que se refiere al
crecimiento de un organismo que es logrado con la incorporacién de los nutrientes al
tejido celular y ésta eficiencia declina con la edad del cultivo. La eficiencia del crecimiento
de las microalgas se ve afectada por la fotosintesis que incluye la fijacion del diéxido de
carbono y la utilizacién de fotones provenientes de la energia luminosa; teniendo asi que
la eficiencia del crecimiento se incrementa con la eficiente utilizacion de la luz (Hill et al.,
2006; Kim, 2015; McNichol y McGinn, 2012).

En el presente estudio la mayor densidad celular de Amphora sp. se presento al
octavo dia (fase estacionaria) de cultivo con la luz azul. Estos resultados coinciden con
el estudio de Sanchez-Saavedra y Voltolina (2002), en donde encontraron variacion en
las densidades celulares de distintas especies ocasionada por el efecto del espectro de
la luz, reportando que la calidad de luz azul-verde incrementa el crecimiento en el cultivo
de Chaetoceros sp. y Skeletonema costatum. En el cultivo de Scenedesmus obliquus la
mayor densidad celular se encontr6 con la luz azul con respecto a lo obtenido con la luz
roja, verde y blanca (Fernandez-Robledo, 2013). Resultados similares a los obtenidos en
la presente investigaciéon con Amphora sp. respecto a la mayor densidad celular evaluada
con la luz azul, corresponden a lo encontrado para Tisochrysis lutea (anteriormente
Isochrysis affinis galbana o T-Iso: Bendif et al., 2013) (Yoshioka et al., 2012; Gorai et al.,
2014), Nannochloropsis sp. (Vadiveloo et al., 2015), Dunaliella salina, Chaetoceros
gracilis, y Heterocapsa circularisquama (Gorai et al., 2014). Por efecto de la luz azul en
organismos fotosintéticos, usualmente se produce un cambio en la regulacion de los
procesos metabolicos de las microalgas, ya que incrementa la actividad de las enzimas
caboxilasas y aumenta la produccién de oxaloacetato, lo que produce una continua
regeneracion del ciclo de Krebs y por lo tanto se incrementa la produccién de precursores

de aminoéacidos. En consecuencia por el efecto de la luz azul, se ocasiona una reduccion
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del contenido de carbohidratos debido a la mayor utilizacién de la glucosa para la
formacidn del piruvato (Voskresenkaya, 1972).

En general se tiene que la longitud de onda correspondiente a la luz azul produce
los siguientes efectos en las microalgas: incrementa en la sintesis de ADN y ARN (Wallen
y Geen, 1971), produce la modificacion de las caracteristicas fotosintéticas (Mercado et
al., 2004), incrementa la asimilacion de nitrogeno debido al aumento en la sintesis de la
nitrato reductasa y la glutamina sintetasa (Figueroa, 1996), causa el incremento en la
respiracion con la subsecuente degradacion de los carbohidratos de reserva (Kowallik,
1982), produce un aumento en la sintesis de clorofila a y ¢ (Wallen y Geen, 1971),
ocasiona modificaciones en la morfologia superficial y en el grosor de la pared celular
(Talarico, 1996), incrementa la carboxilacion del PEP (fosfoenolpiruvato) y como
consecuencia se aumenta la produccién de oxalacetato (Sanchez-Saavedra y Voltolina,
1996), controla las principales rutas de osmorregulacién en microalgas (Taiz y Zeiger,
2006). La radiacion emitida por la luz amarilla resulté en una menor densidad celular en
Amphora sp. con respecto a las fuentes de luz con distintas caracteristicas espectrales
utilizadas en la presente investigacion. Resultados similares son observados para las
diatomeas Haslea ostrearia (Mouget et al., 2005) y Coscinodiscus granii (Su et al., 2015),
las cuales fueron cultivadas con luz blanca, azul, verde, amarilla y roja, encontrando que
que la luz azul generé el mayor crecimiento celular y la luz amarilla resulté en la menor
densidad celular para ambas especies. El efecto de la luz amarilla sobre la baja densidad
celular de Amphora sp. se puede deber a que produjo un incremento en el
almacenamiento de carbohidratos, lo cual ocasion6 que la energia no se utilizara para el

crecimiento.

En este estudio no se llevo a cabo la evaluacion del efecto de la irradiancia sobre
la densidad poblacional de Amphora sp., sin embargo, de la Pefia (2007) y Courtois de
Vigose et al. (2012) mencionan que en cultivos de Amphora sp. mantenidos con un
gradiente de luz blanca, la densidad celular no se ve afectada, pero si se modifica la tasa
de crecimiento y que es mayor a bajas irradiancias, lo cual puede deberse a que se
reporta que las diatomeas benténicas como Amphora sp. son eficientes asimilando los
nutrientes con la utilizacion de bajas irradiancias (Stevenson et al., 1996; Seckbach,
2007). Se tiene que las densidades celulares reportadas en el cultivo de Amphora sp.
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realizado por de la Pefa, (2007) son mayores que las obtenidas en el presente estudio
para todas los distintos tipos de luz utilizados, lo cual puede estar relacionado a la
utilizacion de distintos medios de cultivo no comparables con el medio “f” que fue utilizado
en la presente investigacion, ya que de la Pefia (2007) utiliza el medio “f/2” mas la adicion
de fertilizantes comerciales. Las diferencias obtenidas son debidas a los distintos
tamafnos de las células de Amphora sp., ya que en el trabajo de de la Pefa (2007) se
encontré que las células son de menor tamafio (largo 10.8 x 12.87 um y ancho 2.97 x

3.44 um) que las evaluadas en la presente investigacion (largo 22.95 um y ancho 12.87

pm).

Silva-Aciares y Riquelme (2008) comparan el crecimiento de dos especies de
Amphora sp. cultivadas con luz blanca a 20 °C en medio “//2”, a una irradiancia de 100
umol m? sy con un fotoperiodo de 12:12h (12 horas luz, 12 horas obscuridad),
encontrando que las maximas densidades celulares se alcanzaron al dia 7 de cultivo y
son densidades celulares menores a los que se encontraron en la presente investigacion
con la luz blanca, lo cual puede deberse a que los autores anteriores analizaron el efecto
de distintas configuraciones de biorreactores y por las diferencias en los valores de la
irradiancia y el fotoperiodo, de manera que las adaptaciones del aparato fotosintético

difieren con las de la cepa de Amphora sp. utilizada en el presente estudio.

Jiménez-Valera (2015) realizo el aislamiento de la especie Amphora sp. utilizada
en el presente estudio, el cultivo se llevé a cabo con luz blanca, temperatura y medio de
cultivo iguales a los utilizados en la presente investigacion, pero distinta irradiancia (100
umol m2 s1), este autor obtuvo densidades celulares menores que las evaluadas en esta
investigacién, estas diferencias se deben a las distintas densidades del in6culo utilizados

y a los niveles de irradiancia.

La tasa de crecimiento (1) y el tiempo de generacion (Tg) resultaron afectados por
la composicion espectral de la luz. La mayor tasa de crecimiento y el menor tiempo de
generacion de Amphora sp. se produjeron con la luz verde, mientras que la menor tasa
de crecimiento y el mayor tiempo de generacion se presentd en los cultivos expuestos a
la luz amarilla. Las diferencias entre la mayor tasa de crecimiento producida por la luz
verde y la mayor densidad de células producida por la luz azul en el cultivo de Amphora

sp., se pueden deber a que la tasa de crecimiento (1) fue evaluada en la fase de



81

crecimiento exponencial, mientras que los valores de mayor densidad celular se
evaluaron en la fase de crecimiento estacionaria (dia 8). En la clorofita Scenedesmus
obliquus la mayor tasa de crecimiento se obtuvo al tener los cultivos con luz azul y luz
verde respecto a lo obtenido en los cultivos expuestos a luz roja y blanca (Fernandez-
Robledo, 2013). Este efecto que produjo la luz verde sobre la tasa de crecimiento se
asocia al habitat natural del cual provienen las especies a estudiar, asi como a la
composicion de los pigmentos, la cual es el resultado de la fotoaclimatacion. Otro factor
que interviene en los resultados obtenidos en el tiempo de generacion en el cultivo de
Amphora sp. en la presente investigacion, es que de acuerdo con Arbones et al. (1996),
la absorcion de los carotenoides de las diatomeas se da en la region verde-amarilla del
espectro de la luz visible, pero al analizar los espectros de absorcion de la luz de Amphora
sp. (Figura 13 y 14A) se encuentra que la mayor absorcion de luz por la célula se
presenta en la regién de los azules y en la region de los rojos del espectro de luz visible,
lo cual podria estar relacionado con la composicion de la pared celular.

El menor tiempo de generacién se presentd con la luz verde mientras que el mayor
tiempo de generacion se obtuvo con la luz amarilla, estas discrepancias en los resultados
solo pueden adjudicarse al hecho de que Amphora sp. posee respuestas especie-
especificas a los efectos producidos por la energia radiante emitida por los distintos tipos
de luz. Los resultados sobre el tiempo de generacion en el presente trabajo, no coinciden
con lo reportado para otras especies como Scenedesmus obliquus, que al ser cultivadas
bajo la luz roja y la luz blanca crecen mas rapido y su ciclo celular es mas corto que en
aquellas cultivadas bajo la luz azul y la luz verde (Cepék et al., 2006), esta diferencia
puede atribuirse a las respuestas fisiologicas de cada especie, a la cantidad y la
composicién de los pigmentos fotosintéticos (Fogg y Thake, 1983; Becker, 1994), a las
propiedades de absorcion de la luz y a la formacion de biopeliculas en el cultivo de
Amphora sp. de manera que la conjuncion de todos estos factores definen la capacidad
de absorcion de la luz por parte de la célula para la realizacion de sus procesos

metabolicos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion para Amphora sp. muestran que la
fase de crecimiento exponencial tuvo una duracién de 4 dias para los cultivos mantenidos

con los distintos tipos de luz, con excepcion de la luz azul, que presentd una duracion de
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5 dias. En la diatomea planctonica Chaetoceros sp. se encontré que la fase exponencial
tuvo una duracion de 4 dias y posteriormente las células comenzaron la fase estacionaria,
la cual se presentd hasta el dia 8 de cultivo con luz blanca y dos tipos de GroLux
(Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006). La duracion de la fase exponencial se asocia con
un rapido crecimiento y sin la presencia de factores limitantes, los cuales ocasionan que
el cultivo entre en la fase de crecimiento estacionario, entre dichos factores que causan
un decremneto en el crecimiento, se encuentra el agotamiento de los nutrientes
disponibles en el medio de cultivo, la ausencia de dioxido de carbono (COz), el cambio
de pH en el medio de cultivo debido a las reacciones quimicas de la fotosintesis, el efecto
de autosombreado causado por el aumento en la densidad celular (Fogg y Thake, 1983;
Dawes, 1991).

La tendencia general de los valores del pH en los cultivos expuestos a distintos
tipos de luz, fue de aumentar conforme incrementé el crecimiento poblacional, sin
embargo existieron diferencias generadas por efecto de los distintos tipos de luz, en
donde los menores valores de pH se obtuvieron al tener los cultivos con luz blanca y los
mayores valor de pH con los otros tipos de luz ensayados (azul, verde, amarillay GroLux),
ya que no presentaron diferencias significativas entre ellas. Estas diferencias pueden
deberse a la alcalinizacion del medio de cultivo debido principalmente a las reacciones
del proceso de la fotosintesis utiliza el dioxido de carbon disuelto en el medio de cultivo
y por lo tanto se produce un incremento en el pH (Beer et al., 2014). En otras
investigaciones realizadas con cultivos de dos especies de Amphora sp., cultivadas con
luz blanca y con condiciones de temperatura (20 °C), tipo de medio de cultivo (f/2), a una
irradiancia de 100 umol m=2 s y con un fotoperiodo de 12:12h (12 horas luz, 12 horas
obscuridad), se encontraron valores de pH menores (7.3 a 7.9) (Silva-Aciares y Riquelme,
2008) a los resultantes en la presente investigacion. A pesar de que en el presente
estudio se utilizaron condiciones similares de temperatura y medio de cultivo, la diferencia
en los resultados obtenidos, puede deberse a la utilizacion de una irradiancia menor en

esta investigacion respecto a la utilizada por Silva-Aciares y Riguelme (2008).

Los cambios en el pH en el cultivos de Amphora sp. causados por los distintos
tipos de luz, pueden ser debidos a distintos factores, tales como: los procesos

metabdlicos, el intercambio de carbono inorgénico, la fotosintesis, la excrecién de acidos
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organicos, el crecimiento de la poblacion y la asimilacion de nitrégeno, entre otros (Geider
y Osborne, 1991; Lafarga-de la Cruz et al., 2006; Beer et al., 2014). El pH mas bajo fue
encontrado con los cultivos mantenidos con luz blanca, en otras investigaciones se ha
encontrado una tendencia similar y se atribuye a una mayor asimilaciéon del nitrogeno
produciendo un descenso en el pH (Geider y Osborne, 1991), lo que se ve reflejado en
un mayor contenido de proteinas; sin embargo esto no se observé en el presente estudio.
Otros factores que pudieron influir en tener menores valores de pH en los cultivos
mantenidos con luz blanca, son la excrecion de acidos organicos y un alto flujo de

cationes (calcio, potasio, sodio) (Geider y Osborne, 1991).

El tamafio celular de Amphora sp. no se vio afectado por la composicién espectral
de la luz, pero si por la fase de crecimiento, resultando en células mas largas durante la
fase de crecimiento exponencial y estacionaria, por lo que las células mas delgadas se
presentaron en la fase inicial de crecimiento, y las células mas anchas fueron obtenidas
con los cultivos mantenidos con GroLux durante la fase de crecimiento estacionaria.
Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Jiménez-Valera (2015) para el
cultivo de Amphora sp. a pesar de que es la misma cepa que la utilizada en la presente
investigacion y mantenida en cultivo con luz blanca, ya que el tamafio celular reportado
por este autor es menor (14.36 x 5.56 um) que los obtenidos en el presente estudio (22.95
pum x 12.87 um). Estas diferencias posiblemente sean debidas a las distintas irradiancias,
ya que en ésta investigacion se utilizd un 50% menos de irradiancia que el autor antes
mencionado, también se puede deber al cambio de estrategia reproductiva, lo cual es
muy comun en las diatomeas ya que la division celular produce un decremento en el
tamafio de las valvas lo que es compensado con el cambio de reproduccién de asexual
a reproduccién sexual para recuperar el maximo tamafo celular (Seckbach y Kociolek,
2011).

En investigaciones realizadas con diatomeas se reportan cambios en el tamafio
celular ocasionado por el efecto de distintos espectros de luz, sin embargo esto no
concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion con Amphora sp. En el
cultivo de cinco especies de diatomeas bentdnicas (Nitzschia thermalis, tres cepas de
Nitzschia laevis y Navicula incerta) se encontrd que por efecto de la luz azul se producen

cambios en el tamafio celular, pero la respuesta fue especie especifica, inclusive entre
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las tres cepas de N. laevis algunas resultaron en menor tamafio al cultivarlas con luz azul
(cepa 1), mientras que otras aumentaron de tamafio (cepa 3) o no tuvieron modificaciones
respecto a lo obtenido con luz blanca (cepa 2) (Mercado et al., 2004). Para Coscinodiscus
granii se tiene que bajo distintos tipos de luz (blanca, azul, verde, amarilla y roja) se
producen cambios en el tamafio celular, presentando una disminucién en el diametro de
la frastula con luz blanca respecto a lo obtenido con luz verde (Su et al., 2015). Se
considera que las diferencias en el tamafio celular causadas por efecto de la composicion
espectral de la luz, son debidas a una respuesta especie-especifica que esta relacionada
con la capacidad de las células para captar la energia de la luz, el tipo de pigmentos
sintetizados y como afecta la sintesis enzimatica (Voskresenskaya 1972; Flaak y
Epifanio, 1978; Sanchez-Saavedra et al., 1996; Figueroa, 1996; Sanchez-Saavedra y
Voltolina, 2002; Sanchez-Saavedra et al., 2015; Su et al., 2015).

Composicién proximal
Proteinas

Uno de los factores que modifican el metabolismo de las microalgas es la
composicién espectral de luz en los cultivos, lo que resulta en variaciones en la
composicién proximal de la especie y en el contenido de pigmentos (Sanchez-Saavedra
y Voltolina, 2002; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996). Asi mismo, se tiene las
concentraciones relativas de los componentes organicos e inorganicos de las células
cultivadas son dependientes de la calidad de la luz (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996)
y la composicién proximal de las células se ve influenciada también por la fase de

crecimiento del cultivo (Sanchez-Saavedra et al., 2015).

La composicion proximal de Amphora sp. se vio afectada tanto por la composicion
espectral de la luz como por la fase de crecimiento del cultivo. El mayor contenido de
proteina se presentd con el espectro de la luz blanca en la fase exponencial y para la luz
amarilla en ambas fases de crecimiento, el menor contenido de proteinas se obtuvo con
la luz verde en la fase de crecimiento exponencial. Los resultados obtenidos con Amphora
sp. en la presente investigacion, son similares a los reportados por Courtois de Vigose et

al. (2012) para Amphora sp. en donde se encontro el mayor contenido de proteina con
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luz blanca durante la fase de crecimiento exponencial. Se encontré6 ademas que el
contenido de proteinas fue mayor al reportado por Jiménez-Valera (2015) al mantener

cultivos de la misma especie y en similares condiciones de cultivo con luz blanca.

En ciertas especies de microalgas la composicion espectral no produce cambios
en el contenido de proteinas (Vadiveloo et al., 2015). Sin embargo, de acuerdo con
Sanchez-Saavedray Voltolina (1996), Sanchez-Saavedra y Voltolina (2006), Marchetti et
al. (2012) y Sanchez-Saavedra et al. (2015), el contenido de proteina se incrementa con
la luz azul y la luz verde-azul; éstas conclusiones no concuerdan con los resultados
obtenidos en el presente trabajo con el cultivo de Amphora sp. Los resultados de esta
investigacion son distintos a los observados por Sanchez-Saavedra y Voltolina (2006)
para el cultivo de Chaetoceros sp. y Fernandez-Robledo (2013) para el cultivo de
Scenedesmus obliquus, ya que la GroLux incrementa el contenido de proteinas en
Chaetoceros sp. y la luz roja incrementa el contenido de proteinas en Scenedesmus
obliquus.

A pesar de que se ha demostrado que la luz azul favorece la sintesis de
aminoacidos y por lo tanto el contenido de proteina (Voskresenskaya, 1972; Sanchez-
Saavedray Voltolina, 2006), en este trabajo el mayor contenido de proteinas fue obtenido
con laluz blanca en el cultivo de Amphora sp., lo cual se atribuye a respuestas especificas
(Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002), por lo tanto
en esta investigacion realizada con los cultivos de Amphora sp. mantenidos con la luz
blanca aparentemente utilizan los carbohidratos para producir un alto contenido de
proteinas. Se sabe también que el aumento en el contenido de proteinas produce un
descenso en el contenido de lipidos (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996), pese a esto
en el cultivo de Amphora sp. no se observé este efecto. Ademas, el contenido de
proteinas fue mayor en la fase de crecimiento exponencial, lo cual se puede deber a la
mayor disponibilidad de nitrégeno durante la fase exponencial de crecimiento y que es
necesario para la sintesis de aminoacidos y formacion de las proteinas (Simental-Trinidad
et al., 2001; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006; Lafarga-de la Cruz et al., 2006;
Fernandez-Robledo, 2013).
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Carbohidratos

El contenido de carbohidratos aument6 con el tiempo de cultivo, el mayor
contenido resultdé en el tratamiento de GroLux en la fase estacionaria de crecimiento,
mientras que los menores valores se obtuvieron con la luz azul en la fase exponencial.
Para la misma cepa de Amphora sp. cultivada bajo luz blanca, se reportan contenidos de
carbohidratos menores (Jiménez-Valera, 2015) a los de ésta investigacion. En el cultivo
de Amphora sp. realizado por Courtois de Vicose et al. (2012) con luz blanca, se
encuentran resultados similares a los obtenidos en ésta investigacion, debido a que el
mayor contenido de carbohidrato se genero en la fase estacionaria de crecimiento con el
mismo espectro de luz utilizada en esta investigacion (GroLux). Los resultados obtenidos
con Amphora sp. concuerdan con lo descrito por Sanchez-Saavedra y Voltolina (2006)
para Chaetoceros sp., dado que el espectro que produjo el mayor contenido de

carbohidratos fue el que se produjo al mantener los cultivos con GroLux.

Los menores contenidos de carbohidratos evaluados para Amphora sp. en la
presente investigacion son similares a los obtenidos por Sanchez-Saavedra y Voltolina
(1996) para Chaetoceros sp. y Vadiveloo et al. (2015) para Nannochloropsis sp., ya que
la luz azul y la luz verde producen un decremento en el contenido de carbohidratos,
mientras que la luz roja produce un incremento en la sintesis de carbohidratos en cultivos
de Scenedesmus obliquus (Fernandez-Robledo, 2013). Sin embargo, estas respuesta a
la produccién de carbohidratos por efecto de la composicion espectral de la luz, pueden
ser distintas en otras especies, como lo evaluado por Simental-Trinidad et al. (2001),
Sanchez-Saavedra y Voltolina (2006) y Marchetti et al. (2012), quienes encuentran que
la luz azul y la luz blanca incrementan el contenido de carbohidratos, esta distinta
respuesta en el metabolismo puede estar influenciada por las caracteristicas de la
especie, asi como por la magnitud de la irradiancia utilizada con los distintos tipos de luz.

El mayor contenido de carbohidratos obtenido en Amphora sp. al cultivarla con
GroLux, puede explicarse por el efecto de una mayor asimilacion de carbono que se
favorecié con este espectro de luz, asi como a una respuestas especie-especifica. Por
lo anterior, se presentd una baja carboxilacion del PEP (fosfoenolpiruvato) y ocasioné un
incremento en los productos de reserva. Por otro lado, el menor contenido de

carbohidratos en el cultivo de Amphora sp. fue obtenido con la luz azul, lo cual se debe
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al incremento de la carboxilacion del PEP ocasionando un decremento en la sintesis de
carbohidratos como previamente ha sido descrito por otros autores (Sanchez-Saavedra
y Voltolina, 1996; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006; Marchetti et al., 2012; Vadiveloo
et al.,, 2015). Ademas, el contenido de carbohidratos fue mayor durante la fase de
crecimiento estacionaria, lo cual es ocasionado por el almacenamiento como productos

de reserva.

Lipidos

De manera general el contenido de lipido disminuyé con el tiempo, resultando en
un mayor contenido de lipidos en la fase de crecimiento exponencial, al mantener los
cultivos expuestos con GroLux, mientras que el menor contenido de lipidos se obtuvo
bajo la misma composicion espectral pero durante la fase de crecimiento estacionaria.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Courtois de Vicose et al. (2012) en el
cultivo de Amphora sp. mantenida con la luz blanca y encontraron que el mayor contenido
de lipidos se presento en la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, los resultados
no coinciden con los reportados por Jiménez-Valera (2015) para la misma cepa de
Amphora sp., debido a que en esa investigacion encontraron que el contenido de lipidos
es mayor durante la fase estacionaria de crecimiento. Para el cultivo de Chlorella vulgaris
se evalu6 que la luz roja lejana de 740 nm a alta irradiancia (400 umol m2 s'1) produce
los mayores contenidos de lipidos (Kula et al., 2014a), lo que se resulta similar a lo
obtenido al mantener a Amphora sp. con GroLux en la presente investigacion, a pesar de
las diferencias en la irradiancia, lo cual puede deberse a la diferencia de especies y
respuestas especie-especificas.

Por efecto de la luz azul se encontré un decremento en el contenido de lipidos en
Amphora sp. en este estudio, mientras que para Isochrysis galbana se incremento el
contenido de total de lipidos al cultivarla con luz azul intermitente en la fase estacionaria
(Yoshioka et al., 2012). El mayor contenido de lipidos en Amphora sp. se presento
durante la fase de crecimiento estacionaria, lo que concuerda con los resultados descritos
para las diatomeas bentonicas (Simental-Trinidad et al., 2001; Sanchez-Saavedra y

Voltolina, 2006); este aumento de lipidos se puede deber a la acumulacién de productos
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de reserva en la célula, asi como a una mayor incorporacion de fosfatos en la fase
estacionaria (Lafarga-de la Cruz et al., 2006), los cuales son componentes importantes

de los fosfolipidos que se encuentran en la membrana celular.

Pigmentos

La concentracion de clorofila a encontrada en los cultivos de Amphora sp. fue
mayor en los cultivos mantenidos con luz amarilla durante la fase exponencial, mientras
gue fue menor en la luz azul en las dos fases de crecimiento. En otros estudios realizados
con diversos cultivos de microalgas, se ha encontrado que el contenido de clorofila a es
mayor durante la fase de crecimiento exponencial debido al rapido crecimiento de las
células (Sanchez-Saavedray Voltolina, 2002; Lafarga-de la Cruz et al., 2006; Fernandez-
Robledo, 2013; Sanchez-Saavedra et al., 2015). Se considera que en este trabajo los
altos contenidos de clorofila a en Amphora sp. se deben a una necesidad por captar

mayor energia radiante para incrementar la fotosintesis.

En diversas investigaciones se ha encontrado que por efecto de la luz blanca se
produce un incremento en el contenido de clorofila a comparativamente con el uso de
otras fuentes de iluminacion y esto se ha visto en especies como: Chaetoceros sp.,
Skeletonema costatum, Thalassiosira costatum, Rhodomonas sp., Isochrysis sp.
(Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002; Lafarga-de la Cruz et al., 2006; Marchetti et al.,
2012; Vadiveloo et al., 2015), lo cual diverge con lo observado en este trabajo. Se
menciona que la luz azul y la luz verde también pueden producir un aumento en el
contenido de clorofila a en diversas especies de microalgas (Sanchez-Saavedra vy
Voltolina, 1996; Mercado et al., 2004; Fernandez-Robledo, 2013; Godinez-Ortega et al.,
2008). Sin embargo, en otros estudios como los realizados por Gorai et al. (2014),
sefialan un decremento en el contenido de clorofila a por efecto de la composicion
espectral de la luz, lo que es comparable con los resultados de los cultivos de Amphora
sp. realizados en esta investigacion. La haptofita Tisochrysis lutea puede generar altos
contenidos de clorofila a con la utilizacion de la luz roja (Sanchez-Saavedra et al., 2015)

la energia emitida por este tipo de luz es cercana a la cantidad de energia radiante emitida
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por la luz amarilla y que produjé el mayor contenido de clorofila a en el cultivo de células

de Amphora sp. del presente estudio.

En cuanto al contenido de carotenoides, se obtuvo la misma tendencia que la
descrita previamente para la clorofila a, en donde el mayor contenido se presento en la
luz amarilla en la fase exponencial de crecimiento, mientras que el menor valor se obtuvo
con la luz azul durante la fase exponencial. En otras investigaciones se ha descrito que
el contenido de carotenoides se ve incrementado durante la fase de crecimiento
exponencial debido a que las células necesitan protegerse de la irradiancia debido a las
bajas densidades celulares y usualmente en esta fase no se da un efecto de
autosombreado (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002; Fernandez-Robledo, 2013). La
tendencia antes descrita resultd similar a los resultados obtenidos en el presente trabajo.
No obstante, en determinadas especies tales como Chaetoceros sp. (Sanchez-Saavedra
y Voltolina, 1996) y Scenedesmus obliquus (Fernandez-Robledo, 2013), el contenido de
carotenoides no se ve afectado por la fase de crecimiento del cultivo. Posiblemente el
tipo de respuesta a la sintesis de los carotenoides, este influenciada por el nivel de
irradiancia usado en los cultivos descritos en la literatura del area y por eso se encuentran
diferentes respuestas que también estaran asociadas al contenido de pigmentos del

grupo taxonémico algal.

Diversas investigaciones han mostrado que el contenido de carotenoides se ve
afectado principalmente por la composicion espectral de la luz y por el nivel de la
irradiancia utilizado, produciendo el espectro de la luz azul y la luz verde los mayores
contenidos de carotenoides y conforme aumenta el nivel de la irradiancia usualmente se
incrementa el contenido de carotenoides (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002; Godinez-
Ortega, 2008; Fernandez-Robledo, 2013). La tendencia previamente descrita para los
carotenoides resulta contraria a lo encontrado en el cultivo de Amphora sp. ya que el

mayor contenido de carotenoides se obtuvo con la luz amarilla en ésta investigacion.
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Peso seco y contenido de cenizas

En diversos estudios relacionados con el cultivo de algas en condiciones
controladas, se ha visto que la magnitud del peso celular es una caracteristica que es
modificada por efecto de la composicion espectral de la luz, por la irradianciay por efecto
de las fases de crecimiento (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996; Fernandez-Robledo,
2014; Sanchez-Saavedra et al., 2015).

El menor valor de peso seco organico se presento con la luz verde en la fase de
crecimiento exponencial, mientras que el mayor peso seco se obtuvo con la luz amarilla
durante la fase exponencial. En cultivos de Amphora sp. mantenidos con similares
condiciones de cultivo y con luz blanca (Jiménez-Valera, 2015), se evaluaron contenidos
menores de peso seco que los observados en esta investigacion para todas los tipos de
luz utilizados. Estas diferencias son debidas al mayor tamafio celular evaluado en esta
investigacion para Amphora sp. Ademas, Simental-Trinidad et al. (2001) mencionan que
en cultivos de diatomeas cultivadas con luz blanca se produce un incremento en el peso
seco proporcional al incremento en la edad del cultivo. Fernandez-Robledo (2014)
encontré que Scenedesmus obliquus durante la fase de crecimiento exponencial produce
el mayor peso seco organico, esta tendencia resulta similar a lo encontrado en esta

investigacion en los cultivos de Amphora sp.

Se obtuvo que el menor peso de las cenizas fue al mantener los cultivos con luz
verde en la fase estacionaria crecimiento, mientras que el mayor peso de las cenizas se
encontré6 con los cultivos expuestos a la luz amarilla en la fase exponencial de
crecimiento. Jiménez-Valera (2015) encuentra para cultivos de Amphora sp. que fueron
mantenidos en similares condiciones de cultivo y con igual irradiancia de luz blanca, los
valores de cenizas fueron menores a los evaluados en este trabajo y estas diferencias
son debidas al mayor tamafio celular obtenido en esta investigacion con Amphora sp.
Courtois de Vigose et al. (2012) sefalan que en los cultivos de Amphora sp. expuestos a
luz blanca, el contenido de cenizas resultd en valores mayores para la fase de crecimiento
estacionaria respecto a lo evaluado en la exponencial. Estos ultimos resultados descritos,
difieren de los encontrados en el presente estudio con Amphora sp., ya que se encontro
una tendencia inversa a la previamente descrita. Sin embargo, en otras especies de

diatomeas el espectro de la luz blanca no genera diferencias en el contenido de cenizas
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(Simental-Trinidad et al., 2001), por lo que altos valores del contenido de cenizas son
atribuidos a la incorporacion de silice para la formacion de la frdstula y por el diferente

grado de silificacion entre los distintos grupos de diatomeas.

En resumen se encontré que los mayores pesos celulares, que incluyen el peso
seco organico y el peso de cenizas de Amphora sp. se obtuvieron con la luz amarilla
durante la fase de crecimiento exponencial. Se conoce que el contenido del peso seco
total y del peso seco orgénico tienden a aumentar con el tiempo de cultivo en diatomeas
bentdnicas (Simental-Trinidad et al., 2001; Yoshioka et al., 2012), sin embargo, esta
tendencia no se observé en los cultivos de Amphora sp. en ésta investigacion. Los altos
contenidos de cenizas, posiblemente se obtuvieron por una alta demanda de silice y su
incorporacion a la frastula de las diatomea estudiada como previamente ha sido descrito
por otros autores (Simental-Trinidad et al., 2001), y que coincide con lo observado al

mantener los cultivos de Amphora sp. con luz amarilla.

Coeficiente especifico de absorcién

El coeficiente de absorcion del fitoplancton (a,,) presentd dos picos de absorcion
maxima, el primero de ellos entre los 400 y los 480 nm de longitud de onda que
corresponde a la banda del color azul (440 nm) y el segundo se encuentra entre los 650-
700 nm y que corresponde a la banda del color rojo (674 nm). De acuerdo con Tamburic
et al. (2014) el espectro de absorcion del fitoplancton esta determinado por la
composicién pigmentaria de las células. La diatomea Amphora sp. contiene clorofila a, ¢
y C2, asi como fucoxantina, diatoxantina, diadinoxantina, B-B caroteno (Siqueiros-
Beltrones, 2002; Jeffrey et al., 2011). El espectro de absorcién de Amphora sp. es tipico

para diatomeas en cultivo (Kirk, 1994).

La absorcién se incrementd asociada al aumento de la abundancia poblacional.

El coeficiente de absorcion del fitoplancton (a,, (440)) resultante en el cultivo de Amphora

sp. es mayor a los reportados por Arbones et al. (1996), Millan-Nuafiez (1999) y Jiménez-
Estrada (2013), lo que puede deberse a que en dichas investigaciones se analizan

poblaciones naturales de fitoplancton, con una gran variedad de especies, baja densidad
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celular y bajo contenido de clorofila a, esto en contraste con el cultivo unicelular de

Amphora sp. en condiciones controladas.

Al comparar los resultados del coeficiente de absorcion del material particulado
(ap) se tiene que los valores son similares a los obtenidos por Mitchell (1990) en un
cultivo unicelular de Thalassiosira fluviatilis. Pero al cotejar los mismos resultados con los
obtenidos por Millan-Nuafiez (1999) para poblaciones de fitoplancton del Golfo de
California, muestran que los datos de la presente investigacion tienen valores mayores,
lo que corresponde principalmente a que se trata de un cultivo unicelular respecto a datos
de poblaciones naturales. Sin embargo, el espectro generado por el material particulado
en la investigacién de Milldn-Nuafez (1999), tiene una tendencia similar al del material
particulado en el cultivo de Amphora sp. en cuanto a forma pero difieren en magnitud,
ambos espectros muestran dos picos maximos: uno en la banda del color azul y otro en
la banda del color rojo; ambos picos son el resultado de la combinacion de los pigmentos
contenidos en las células de Amphora sp. Se tiene que el coeficiente de absorcion del
detritus (a;) present6 una tendencia exponencial negativa o descendente hacia la banda
del color rojo (674 nm), lo que es comparable con los resultados presentados por Millan-

Nufez (1999) para el mismo coeficiente.

El coeficiente especifico de absorcion de Amphora sp. disminuy6é conforme el

contenido de clorofila a se increment6 y los valores de @ *ph (440, resultantes son

ligeramente mayores a los encontrados por Yamamoto et al. (2014) en donde se analizan
distintas especies de fitoplancton en la columna de agua e incluyendo una variedad de
Amphora spp. De acuerdo con los resultados obtenidos del coeficiente especifico de
absorcion para tres especies de fitoplancton en cultivo (Skeletonema costatum, Dunaliella
tartiolecta y Anacystis marina) obtenidos por Kishino et al. (1985), se encontré que éstos
resultados son similares a los valores obtenidos para Amphora sp. en el presente trabajo.
Lo anterior es contrario a los coeficientes especificos de absorcion obtenidos por Millan-
Nufiez y Millan-Nufiez (2010) para poblaciones naturales en donde predominan
diatomeas (Nitzschia spp., Chaetoceros spp., Thalassionema sp. y Coscinodiscus spp.),
ya que los valores son hasta 50% mayores que los obtenidos en este trabajo. Se tiene
entonces que los valores obtenidos del coeficiente especifico de absorcion de Amphora

sp. son similares a los valores reportados para fitoplancton en cultivo (Kishino et al.,
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1985), lo cual puede deberse a que se trata de cultivos monoalgales mantenidos en
condiciones controladas lo que incluye una menor carga bacteriana asi como material
particulado, esto en comparacion con el andlisis de poblaciones naturales, en las que no
se trata de solo una especie de microalga y la carga tanto bacteriana como de material

particulado son mayores que en un cultivo.

Bricaud et al. (1995) y Millan-Nufiez et al. (2004) mencionan que el coeficiente
especifico de absorcion exhibe una correlacion inversa con respecto al contenido de
clorofila a y la biomasa, lo cual concuerda con los resultados de Amphora sp. obtenidos
en este trabajo, ya que el coeficiente especifico de absorcién disminuyé cuando el
contenido de clorofila a se incrementd. También se conoce que el coeficiente especifico
de absorcion varia con respecto a la especie (Mercado et al., 2004) como lo demuestran
para distintas especies de diatomeas (Navicula incerta, Nitzschia laevis y Nitzschia
thermalis var. minor) y aun entre tres cepas de una misma especie (Nitzschia laevis). La
magnitud del coeficiente especifico de absorcion se ve afectado directamente por la
composicidon espectral de la luz pero éste no afecta la forma del espectro (Mercado et al.,
2004; Gorai et al., 2014). En diatomeas se tiene que la luz azul reduce el coeficiente
especifico de absorcidén con respecto a la luz blanca en tres variedades de Nitzschia
laevis, mientras que en la especie Nitzschia thermalis la luz blanca incrementa los valores
del coeficiente (Mercado et al., 2004) y Chaetoceros gracilis no muestra cambios en el
coeficiente especifico de absorcion relacionados con la composicion espectral de la luz
(Gorai et al., 2014). Las diferencias observadas en cuanto a magnitudes en todos los
coeficientes de absorcion analizados en los diferentes dias del cultivo de Amphora sp.
pueden ser explicados por el efecto de empaquetamiento (Geider y Osborne, 1991; Gorai

et al., 2014) y por el efecto de sombra que resulta del aumento en la densidad celular.

La energia fotosintéticamente utilizable (PUR) es la fraccion de la energia radiante
gue puede ser absorbida por la microalga y es dependiente tanto de la composicion
espectral de la energia radiante como del contenido de pigmentos (Morel, 1978; Parsons
et al., 2013). No existe mucha informacién sobre la utilizacién eficiente de la energia
radiante por parte de las microalgas en cultivo, las indagaciones realizadas sobre el tema
generalmente tratan sobre poblaciones naturales en donde es considerada la profundidad

de hébitat del fitoplancton, como son los trabajos de Morel (1978) y Dunstan (1982). Se



94

conoce que no toda la energia absorbida por PUR (energia fotosintéticamente utilizable)
es necesariamente utilizada de forma activa en el proceso fotosintético, también se
desconoce cuanta energia es transformada a energia quimica (Morel, 1978; Dustan,
1982; Cosgrove y Borowitzka, 2011) y definitivamente la PUR no puede ser medido de
manera directa en los cultivos, por lo que para su célculo es necesario tener informacion

sobre la irradiancia espectral y el coeficiente de absorcion del fitoplancton (Morel, 1978).

De acuerdo con Dustan (1982) el concepto del PUR es importante biol6gicamente
para el campo de la fotoecologia y puede utilizarse para estudios de fotoadaptacion. En
este trabajo se calculé una PUR entre los 21.1 umol m2 sy los 27.5 pmol m? s, lo que
corresponde aproximadamente a la mitad de la PAR total que fue de 50 pmol m2 st de

luz blanca fluorescente.

Fotosintesis

Las diatomeas son organismos capaces de absorber la energia de igual manera a
través del espectro de la energia fotosintéticamente activa (PAR), se tiene ademas que
la tasa fotosintética en diatomeas puede verse incrementada debido a su contenido del

pigmento accesorio fucoxantina (Steemman-Nielsen, 1975).

Un factor que puede intervenir en la respuesta de las curvas P-E (fotosintesis-
irradiancia) es la aclimatacion del aparato fotosintético durante el tiempo de cultivo y la
intensidad de luz o irradiancia (Falkowski y Owens, 1978; Sakshaug et al., 1997). El
aumento en la irradiancia causa un rapido incremento en la tasa de produccién de
oxigeno (Falkowski y Owens, 1978) y los parametros fotosintéticos son afectados por la
variacion de la composicion espectral de la luz, la fase de crecimiento y por el pH
(Mercado et al., 2002; Fernandez-Robledo, 2013).

Se obtuvieron curvas de fotosintesis-irradiancia (P-E) para los cultivos de Amphora
sp. mantenidos con las distintos tipos de luz ensayados, en donde el mayor valor
promedio de fotosintesis maxima (Pmax moles de O2 mg clorofila a min't) se presenté con
la luz azul y el menor valor de fotosintesis maxima se obtuvo bajo la luz amarilla. Se ha

encontrado que la fase de crecimiento del cultivo, asi como la composicién espectral de
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la luz no producen variaciones en la fotosintesis maxima en Scenedesmus obliquus
(Fernandez-Robledo, 2013), por lo tanto esto es contrario a lo obtenido para Amphora sp.
en el presente estudio, debido a que la composicion espectral de la luz produjo cambios
en la fotosintesis maxima. Jeon et al. (2005) midieron la actividad fotosintética de la
clorofita Haematococcus pluvialis cultivada con distinta composicion espectral de la luz
(blanca, roja, amarilla y verde) resultando los mayores valores de fotosintesis maxima
con luz roja, esta tendencia fue atribuida a la composicién de pigmentos de la especie
estudiada. Esta ultima tendencia descrita resulta diferente a lo evaluado en esta
investigacion en los cultivos de Amphora sp. y que tiene una composicién pigmentaria
diferente a la de la clorofita antes descrita en lineas atras. Los altos valores de fotosintesis
maéaxima evaluados para Amphora sp. se presentaron con la luz azul, lo cual muestra una
alta eficiencia en la absorcion de la luz, lo que se ve reflejado por los bajos contenidos de

pigmentos (clorofila a y carotenoides).

Yamamoto et al. (2014) investigaron las caracteristicas fotosintéticas de
comunidades naturales, entre las cuales se encuentran varias especies de Amphora spp.,
y encuentran una tasa fotosintética mayor a la obtenida en el cultivo unicelular de
Amphora sp. en el presente trabajo. Segun Falkowski y Owens (1974) asi como por
Mercado et al. (2004), en algunas especies de diatomeas en cultivo la luz blanca produce
altos valores de fotosintesis maxima, sin embargo los valores reportados en la literatura
fueron mayores a los obtenidos por Amphora sp. con el mismo espectro de luz,
posiblemente esta diferencia es debida a la distinta irradiancia de luz utilizada en los
cultivos, ya que en este trabajo fue entre 50 y 60% inferior a la utilizada en los cultivos
antes descritos en este parrafo. Se conoce que la adaptacion previa a la irradiancia tiene
un efecto en la magnitud de la fotosintesis maxima (Dubinsky et al., 1995; Sakshaug et
al., 1997: Wilhelm et al., 2014).

El mayor valor promedio de la eficiencia fotosintética [a: moles de Oz mg clorofila
a min-t(umolt m-2 s1)1] resulté con la luz azul, mientras que la menor eficiencia se obtuvo
en el tratamiento con luz amarilla. En algunas especies de microalgas, tales como:
Isochrysis galbana, Dunaliella salina, Chaetoceros gracilis y Heterocapsa circularisquama
no se reportan diferencias en la eficiencia fotosintética maxima ocasionadas por la

utilizacion de diferentes espectros de la luz azul y la luz blanca (Gorai et al., 2014), esta
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respuesta resulta diferente a lo encontrado en este trabajo para los cultivos de Amphora
sp. que fueron mantenidos con diferente composicidén espectral de la luz, ya que en este
trabajo se obtuvieron cambios importes por efecto del tipo de luz en la eficiencia
fotosintética. Estas diferencias se atribuyen a una distinta capacidad de las células para
utilizar la luz de distinta longitud de onda, por lo cual se encontr6 diferente eficiencia
fotosintética. En la diatomea Nitzschia thermalis el espectro de la luz blanca produce la
mayor eficiencia fotosintética (a) (Mercado et al., 2004). No obstante, Fernandez-Robledo
(2013) menciona que en la clorofita Scenedesmus obliquus, la eficiencia fotosintética es
mayor con la luz azul durante la fase de crecimiento estacionaria, pero este tipo de luz
no produce diferencias en la eficiencia fotosintética durante la fase de crecimiento
exponencial; la tendencia antes descrita para la clorofita Scenedesmus obliquus
concuerda con lo obtenido en este trabajo para los cultivos de Amphora sp., dado que la
luz azul ocasionoé la mayor eficiencia fotosintética. En estudios con poblaciones naturales
de diatomeas, entre las que se incluyeron varias especies de Amphora spp. se encontré
una eficiencia fotosintética mayor (Yamamoto et al., 2014), respecto a la obtenida para el

cultivo de Amphora sp. en el presente trabajo.

La mayor intensidad de luz de saturacion (Ex: pmol m= st) se midié con los cultivos
expuestos con luz amarilla, mientras que el menor valor se dio con el uso de la luz verde.
La mayor intensidad de luz de saturacién de la fotosintesis (Ex) encontrada en Amphora
sp. es similar a la reportada por Mercado et al. (2004) en el cultivo de diatomeas
bentonicas, pero la mayor intensidad de luz de saturacion (Ek) en ese estudio se obtuvo
con el uso de la luz blanca en una cepa de Nitzschia laevis, esta tendencia resulta distinta
a lo obtenido en este trabajo. Yamamoto et al. (2014) en un estudio realizado con
poblaciones naturales y entre las cuales evalud distintas especies de Amphora spp.,
encontré valores menores de la intensidad de luz de saturacion (Ex) que los obtenidos en
el cultivo unicelular de Amphora sp. estudiada en el presente trabajo. Sin embargo, en
cultivos de diferentes especies de diatomeas cultivadas con luz blanca Falkowski y
Owens (1974) registraron valores mayores de intensidad de luz de saturacion (Ex) a los
evaluados en este trabajo con los distintos tipos de la luz usadas en los cultivos de
Amphora sp. y que posiblemente sean debidas a las diferencias en la fotoaclimatacion
del aparato fotosintético, ya que en el estudio de Falkowski y Owens (1974) utilizan para
los cultivos un fotoperiodo de 14h:10h (luz:obscuridad) y una irradiancia mayor (250 pmol
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m2 s1) que en el cultivo de Amphora sp. del presente estudio. Las diatomeas benténicas
en el medio natural presentan un valor de intensidad de luz de saturacién (Ex) mayor en

comparacion con especies de microalgas planctonicas.

En resumen se encontré que en el cultivo de Amphora sp. existieron diferencias
en la eficiencia fotosintética y los parametros fotosintéticos ocasionadas por la
composicidn espectral de la luz , estas diferencias pueden ser explicadas por la influencia
de la longitud de onda en el transporte de electrones en el proceso de fotosintesis (Gorai
et al., 2014); ya que la energia radiante emitida por la luz azul es mayor que la energia
emitida por la luz amarilla (Falkowski y Owens, 1978; Kirk, 1994; Audesirk et al., 2003;
Beer et al., 2014) y por lo tanto la luz azul favorece la actividad fotosintética (Gorai et al.,
2014) y genera mayores valores de fotosintesis maxima (Marchetti et al., 2012), lo que
concuerda con lo obtenido en este trabajo ya que la fotosintesis maxima y la mayor
eficiencia fotosintética fueron obtenidas con el espectro de la luz azul y los menores
valores se midieron con la luz amarilla. La mayor intensidad de luz de saturacion se dio
con el uso de la luz amarilla, mientras que la menor intensidad de saturacion de luz se
presento en la luz verde, estas diferencias pueden estar relacionadas a la concentracion
celular y la composicion de pigmentos del complejo fotosintético de las células como fue
descrito previamente para otras especies de fitoplancton (Gorai et al., 2014). Los valores
de la fotosintesis maxima y de la eficiencia fotosintética indican la capacidad de
asimilacion de carbono, es decir, a mayores valores de ambos parametros, es mayor la
asimilacion y la intensidad de luz de saturacion es un indicador de la fotoaclimatacion
(Mercado et al., 2004).

Preservacioén en frio

Los trabajos realizados sobre el tema de preservacidon en microalgas son
numerosos, sin embargo hasta donde se conoce de la literatura especializada en este
tema ninguno de los trabajos incluyen la investigacion del efecto de la composicion
espectral de la luz sobre la preservacion en frio a 4 °C en obscuridad, el tiempo de
almacenamiento y la viabilidad. De acuerdo con Yamamoto et al. (2014) las diatomeas
marinas (Nitzschia stellate, Nitzschia frigida y Navicula sp.) que habitan en temperaturas
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bajo cero grados Celsius e inclusive en capas de hielo, pueden aumentar lentamente su
densidad poblacional ya que han desarrollado mecanismos para adaptarse a vivir en

bajas y ultra bajas temperaturas.

Los procesos metabdlicos de las diatomeas bentdnicas Navicula incerta y
Amphiprora paludosa var. hyalina son minimizados al mantenerse en frio a una
temperatura de 4 °C en obscuridad y la viabilidad de éstas células se mantiene debido a
la utilizacion de sus productos de reserva (S&nchez-Saavedra, 2006). Altas
supervivencias al proceso de preservacion en frio de las células del fitoplancton, pueden
ser atribuidos a altos contenidos de productos de reserva, los cuales mantienen el

metabolismo de supervivencia y la integridad de la célula (Montaini et al., 1995).

La densidad celular del cultivo preservado en frio es muy importante de considerar,
dado que altas densidades celulares pueden generar un agotamiento de los nutrientes
disponibles en el medio de cultivo, de la misma manera es importate considerar también
el tamafo celular debido a la relacién superficie-volimen; es decir una célula pequefia
tendra una mayor relacién superficie-volumen (Antia, 1976; Montaini et al., 1995;
Cafiavate y Lubian, 1997b). En otros estudios se ha encontrado que la viabilidad de las
células de microalgas se correlaciona con la concentracion celular; y que a menor
concentracion celular preservada resulta en una mayor viabilidad de las células
preservadas por largos periodos de tiempo (Montaini et al., 1995). También se ha visto
que la viabilidad celular se ve influenciada por el espacio del vial usado para la
preservacion, ya que un vial totalmente cerrado disminuye la disponibilidad de oxigeno o
genera acumulacion de diéxido de carbono, cualquiera de ambos pueden ocasionar la
muerte de las células (Montaini et al., 1995). De acuerdo con la observaciones realizadas
por Araujo et al. (2008), en la preservacion de diatomeas, se tiene que conforme el tiempo
de almacenamiento incrementa se necesita utilizar un mayor niamero de células como
in6culo para reiniciar el cultivo posterior a la preservacion; mencionan también que si el

indculo inicial es denso aumenta la densidad poblacional final.
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Preservacioén en frio por 8 semanas

En la evaluacion del crecimiento poblacional del cultivo de Amphora sp. con
distinta composicion espectral de luz y posterior a su preservacion en frio a 4 °C y en
obscuridad por un periodo de 8 semanas. La mayor densidad celular al final del periodo
de cultivo, se presentd con los cultivos provenientes de luz blanca, mientras que la menor
densidad celular se alcanz6 con los cultivos previamente mantenidos con luz azul, sin
embargo a lo largo del tiempo de cultivo el mayor crecimiento poblacional se presenté
con el uso de GroLux y el menor crecimiento poblacional fue con el uso de luz blanca.
Las diferencias ocasionadas por el efecto de la composicion espectral de la luz se pueden
deber a alteraciones en la actividad fotosintética y en el metabolismo como fue
previamente descrito para cultivos de cuatro especies de diatomeas benténicas
(Nitzschia thermalis var. minor, Nitzchia laevis (cepa 1), Navicula incerta y Navicula sp.)
que fueron preservadas en frio a 4 °C y en obscuridad por un periodo de 16 semanas

(Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco, 2012).

Preservacion en frio por 16 semanas

Al analizar la densidad celular de los cultivos realizados para evaluar la viabilidad
de las células posterior a su preservacion en frio a 4 °C, en obscuridad y por un periodo
de 16 semanas, se encontré una fase exponencial de crecimiento a partir del dia 5 de
cultivo. Se encontr6é que conforme aumento del tiempo de preservacion en frio de 8 a 16
semanas, las células requirieron de un tiempo de acondicionamiento y se produjo una
fase de retardo del crecimiento. No se encontraron diferencias en la densidad celular de
los cultivos por efecto de la proveniencia de los cultivos en distinta composicién espectral
de la luz. Los cultivos preservados por un lapso de 16 semanas presentaron una fase de
aclimatacién mayor (5 dias), respecto a lo obtenido en los cultivos preservados por 8
semanas, los cuales no presentaron una fase de aclimatacién, este mayor periodo de
acondicionamiento en los cultivos preservados por 16 semanas en frio se atribuye a que
por efecto del tiempo de almacenamiento se produce una disminucion en el metabolismo
y las células requirieren la readaptacion del aparato fotosintético con la luz. En estudios

realizados con diatomeas preservadas en frio y en obscuridad, se ha encontrado que las



100

células son capaces de realizar actividad metabdlica baja sin la presencia de luz, sellan
la membrana celular, aumentan la densidad del citoplasma y reducen la respiracion a

bajos niveles (Hargraves y French, 1983; Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco, 2012).

Los valores de densidad celular final fueron mayores en los cultivos preservados
por 16 semanas respecto de los valores obtenidos después de preservar los cultivos por
8 semanas en frio. Esto se debe a que las células preservadas por menor tiempo no
presentan dafios en el aparato fotosintético y por lo tanto son células mas saludables y
viables para iniciar de nuevo un cultivo. En los resultados obtenidos en la preservacion
del cultivo de Amphora sp. no se observé algun efecto negativo por efecto de la
concentracion celular utilizada (250,000 cél ml't) y tampoco por el espacio utilizado para
almacenar los cultivos durante el periodo de preservacion en frio (tubos de vidrio
transparentes de 15 ml de capacidad con tapa con rosca y 10 ml de cultivo concentrado
de diatomeas y medio) como previamente ha sido descrito por otros autores (Sanchez-
Saavedra, 2006; Montaini et al., 1995).

En el analisis sobre el efecto de la preservacion en frio por 4 semanas en dos
especies de microalgas (Navicula incerta y Amphiprora paludosa var. hyalina) cultivadas
previamente bajo el espectro de luz blanca, no se tuvieron diferencias en la densidad
celular entre los cultivos frescos y los cultivos preservados (Sanchez-Saavedra, 2006); lo
anterior no resultd similar a lo obtenido en este trabajo, dado que existen diferencias
importantes entre las densidades alcanzadas en los cultivos frescos y las evaluadas en
los cultivos preservados que provenian de cultivos mantenidos con los distintos tipos de
luz; las mayores densidades celulares se presentaron en los cultivos en fresco, seguidos
por los cultivos preservados por 16 semanas en frio y por dltimo por los cultivos
preservados por 8 semanas en frio. En la preservacion en frio realizada por Nufiez-Zarco
y Sanchez-Saavedra (2011) en 6 especies de diatomeas bentonicas (Navicula incerta,
Amphiprora paludosa var. hyalina, Nitzschia laevis, Nitzschia thermalis var. minor,
Navicula sp. y Amphora tenerrima), se presentaron diferencias en la densidad celular
entre especies y en la viabilidad, y resulté para todos los casos menor viabilidad que la
obtenida en el cultivo de Amphora sp. en esta investigacion. Sin embargo, las densidades
celulares obtenidas en los cultivos de Amphora sp. en los cultivos realizados posterior a

la preservacion, para todos los casos fueron mayores que las reportadas por Nufiez-
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Zarco y Sanchez-Saavedra (2011), con excepciéon de las evaluadas por estos autores
para Amphora tenerrima, que resultaron en densidades celulares similar a las obtenidas

en los cultivos de Amphora sp. preservadas en frio por 8 y 16 semanas.

De acuerdo con Sanchez-Saavedra y Nufez-Zarco (2012) en la investigacion
realizadas acerca del efecto de la preservacion en frio en 4 especies de diatomeas
(Nitzschia thermalis var. minor, Nitzschia laevis, Navicula incerta y Navicula sp.), se
encontrd que estas especies presentan viabilidad celular después de ser almacenadas
por 16 semanas a 4 °C, estos resultados son similares a lo obtenido en esta investigacion
con la preservacion en frio de Amphora sp. En cuanto a las densidades celulares
alcanzadas en los cultivos preservados por 16 semanas de Amphora sp. para todos los
distintos tipos de luz de luz, se tiene que son menores valores en comparacion a las
reportadas para las 4 especies de diatomeas durante la preservacion en frio por 16
semanas reportadas por Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco (2012). En el trabajo antes
mencionado los cultivos de Nitzschia laevis y Navicula sp. presentaron una fase de
aclimatacién con una duracién de 4 dias después de su preservacion por 16 semanas,
estos resultados concuerdan con la duracion de la fase de aclimatacion presentada por
Amphora sp. posterior a ser preservada por 16 semanas en todos los tipos de luz
ensayados. Estos autores mencionan que las células preservadas en frio de N. incerta
no presentan una fase de aclimatacion; es decir que, el cultivo al ser reiniciado entré
directamente en la fase de crecimiento exponencial, o cual es congruente con lo obtenido
en este trabajo para el tiempo de preservacion de 8 semanas en los cultivos de Amphora
sp. Posterior a la preservacion de la diatomea Cylindrotheca closterium (antes Nitzschia
closterium) bajo condiciones de obscuridad y baja temperatura (4 °C) se encontré una
larga fase de aclimatacién de 4 a 11 dias dependiendo del tiempo de almacenamiento
(Ardujo et al., 2008), lo cual coincide con el aumento en la duracion de la fase de

aclimatacién encontrada en Amphora sp. posterior a 16 semanas de preservacion en frio.

En los cultivos de Amphora sp. preservados por un periodo de 8 semanas en frio
se encontro que no existe diferencia en la tasa de crecimiento producida por los distintos
tipos de luz ensayados. En tanto que los cultivos preservados por 16 semanas mostraron
una mayor tasa de crecimiento con el uso de la luz amarilla y la menor tasa de crecimiento

se presentd en la luz azul. Las mayores tasas de crecimiento se consiguieron en los
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cultivos preservados por 16 semanas. Estos resultados son distintos a lo presentado por
dos especies de diatomeas (Navicula incerta y Amphiprora paludosa var. hyalina)
cultivadas con luz blanca, debido a que no se obtuvieron diferencias en la tasa de
crecimiento entre los cultivos frescos y los cultivos preservados (Sanchez-Saavedra,
2006); en la preservacion de Amphora sp. las menores tasas de crecimiento se
presentaron en los cultivos preservados y almacenados por 8 semanas en frio respecto

a lo obtenido a las 16 semanas de preservacion en frio.

NuUfiez-Zarco y Sanchez-Saavedra (2011) investigan el efecto de la preservacion
en frio en 6 especies de diatomeas bentbnicas en las que la tasa de crecimiento se vi6
modificada por el tiempo de preservacion, lo que coincide con lo obtenido en el cultivo de
Amphora sp., ya que la tasa de crecimiento fue distinta entre la semana 8 y la semana
16 de preservacion, siendo mayor la tasa de crecimiento con el mayor tiempo de
preservacion. Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco (2012) preservan en frio a cultivos
concentrados de 4 especies de diatomeas bentonicas y observaron que las tasas de
crecimiento posterior a la preservacion por 16 semanas, son distintas entre especies y
estas son menores a las tasas de crecimiento obtenidas en los cultivos de viabilidad
obtenidos a partir de los cultivos provenientes de los distintos tipos de luz ensayados de

luz para Amphora sp. después de su preservacion en frio.

El tamafio celular de Amphora sp. (largo y ancho) que se obtuvo en los cultivos
antes y después de ser preservados por 8 semanas, resultando en células mas anchas
y largas respecto a los valores obtenidos para los cultivos antes de ser preservados. En
los cultivos preservados por un tiempo de 16 semanas se obtuvo lo contrario a lo
previamente descrito para el tamafio celular obtenido a las 8 semanas de preservacion;
es decir, que las células mas anchas y largas se presentaron después de su preservacion
por 16 semanas. Los tamafios celulares resultantes para la semana 8 de preservacion
concuerdan con lo observado por Sanchez-Saavedra (2006) en Navicula incerta y
Amphiprora paludosa var. hyalina, ambas especies presentaron células mas largas y

anchas antes de su preservacion, a pesar de ser células mas pequefias que Amphora sp.

NuUfiez-Zarco y Sanchez-Saavedra (2011) encontraron que los cambios
ocasionados por el efecto de la preservacion en frio sobre el tamafio celular son especie-

especificos y dichos cambios los atribuyen al almacenamiento y metabolismo de los
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productos de reserva de la célula; reportan tamafios mayores antes de la preservacion
de las células de la especie Amphora tenerrima, lo cual es similar a lo encontrado en el
presente trabajo. Sin embargo, en la preservacién de la diatomea Cylindrotheca
closterium no se presentaron cambios en el tamafio celular antes y después de ser
preservada (Araujo et al., 2008), lo que es distinto a lo encontrado en la preservacion en

frio de Amphora sp.

Los resultados obtenidos por el efecto de la preservacion en frio y por el efecto de
la procedencia de los cultivos mantenidos en las distintos tipos de luz y su efecto en la
viabilidad, la tasa de crecimiento y el tamafio celular se pueden deber al cambio en el
metabolismo y el almacenamiento de nutrientes descritos previamente para las
diatomeas (Yamamoto et al., 2014; Sanchez-Saavedra, 2006; Sanchez-Saavedra y
Nufez-Zarco, 2012; Montaini et al., 1995). Sin embargo, las diferencias encontradas en
los distintos tiempos de almacenamiento para Amphora sp. pueden atribuirse a la
modificacion en la estrategia de almacenamiento de reservas y su utilizacion por la

células (Sanchez-Saavedra y Nufiez-Zarco, 2012).

Criopreservacion

La velocidad de congelamiento en la criopreservacion de microalgas marinas es
un aspecto de suma importancia a considerar, debido a que un congelamiento rapido
produce una pérdida total de la viabilidad asi como un incremento en la formacién de
hielo en el nacleo celular (Montaini et al., 1995; Cafiavate y Lubian, 1997). Por lo que se
sugiere la utilizacién del sistema de congelamiento en dos pasos (Montaini et al., 1995;
Canavate y Lubian, 1995; Guermazi et al., 2010 Tanniou et al., 2012). De igual manera
es necesario tomar en cuenta la velocidad de descongelamiento de las células
criopreservadas ya que la viabilidad en microalgas marinas se ve mayormente afectada
por la velocidad de descongelamiento que por la velocidad de congelamiento, lo que se
atribuye al proceso de recristalizacion, ya que altas velocidades de descongelamiento
provocan que los cristales de hielo se unan generando un dafio mayor en las células
(Cafnavate y Lubian, 1997).
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La viabilidad posterior a la criopreservacion es especie-especifica (Tzovenis et al.,
2004; Cafavate y Lubian, 1995) y es inversamente proporcional a la cantidad de
crioprotector adicionado a los cultivos (Piasecki et al., 2009). Para llevar a cabo una
criopreservacion exitosa se recomienda la utilizacion de cultivos en fase de crecimiento
estacionario debido a que estas células poseen membranas mas resistentes (Montaini et
al., 1995). En la criopreservacion también interviene la densidad celular ya que, interfiere
en la viabilidad posterior al descongelamiento de los cultivos y se tiene que altas
densidades celulares reducen la viabilidad en la criopreservacion; se confirma también
que la viabilidad no se ve influenciada por la proximidad de células muertas ni por la
liberacién de sustancias de la desnaturalizacion de las células por calentamiento en la
descongelacién (Piasecki et al., 2009). Se sabe que los cultivos criopreservados con
glicerol son mas propensos a contaminarse con bacterias que los criopreservados con
DMSO, ya que el glicerol puede ser usado por las bacterias como sustrato para su
proliferacion (Cordero y Voltolina, 1997; Tanniou et al., 2012).

En general los cultivos de Amphora sp. criopreservados con glicerol al 10%
presentaron una fase de crecimiento exponencial con duracion de 8 dias para los cultivos
realizados con células provenientes de los distintos tipos de luz ensayados. La mayor
densidad celular se presentd en el tratamiento proveniente de GroLux, mientras que la
menor densidad fue obtenida con los cultivos provenientes de luz blanca. En los cultivos
criopreservados con DMSO al 10% se observa un decaimiento poblacional a partir del
dia 8 de cultivo para los casos de los cultivos provenientes de la los distintos tipos de luz,
pero con excepcion de la luz blanca en donde este tratamiento mostro un rapido inicio de
la fase de crecimiento estacionario. A lo largo del tiempo de cultivo en los ensayos de
viabilidad para el tratamiento con glicerol al 10%, se encontré que el mayor crecimiento
se logré en el tratamiento control (sin criopreservar), mientras que el menor crecimiento
de los cultivos de viabilidad se presentd para las células provenientes de cultivos con luz
amarilla. Los cultivos criopreservados con DMSO al 10% alcanzaron su maxima densidad
poblacional al dia 6 de cultivo y posteriormente entraron en una fase de decaimiento a
excepcion de los cultivos provenientes de luz blanca. El efecto negativo en el crecimiento
causado por el uso del DMSO, puede deberse al efecto toxico que posee el DMSO en

las células.
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La preservacion de Synechocystis sp., Dunaliella sp. y Phaeodactylum tricornutum
con la adicién de crioprotectores (DMSO Yy glicerol al 10%) resulta en una reduccién de
pérdida celular. Se ha encontrado que el crioprotector mas adecuado para la
preservacion es el glicerol y combinado con una velocidad lenta de congelamiento
(Lepesteur et al., 1993). Esta respuesta previamente descrita, es similar a lo que se
obtuvo en la criopreservacion de Amphora sp. ya que los mayores valores de viabilidad
se presentaron en el uso de glicerol al 10% como crioprotector. La viabilidad de
Tetraselmis suecica se vié incrementada con la adicion de crioprotectores (DMSO o
glicerol al 10%) al ser criopreservada a una velocidad lenta de congelamiento, esto
genera también un aumento de la motilidad y de la actividad fotosintética, estos autores
no mencionan diferencias en la viabilidad causada por el tipo de crioprotector utilizado
(Montaini et al., 1995); esta tendencia antes descrita es distinta a la obtenida en esta
investigacién, ya que en la criopreservacion de Amphora sp. los crioprotectores si

generaron diferencias en la viabilidad celular.

Caflavate y Lubian (1995) investigaron el efecto del DMSO (15%) en la
criopreservacién de seis especies de microalgas, los resultados muestran viabilidad
solamente en tres especies (Tetraselmis chui, Nannochloropsis atomus Yy
Nannochloropsis gaditana) y mencionan que las microalgas marinas presenta en general
una buena tolerancia a temperaturas de congelamiento al ser expuestas por periodos
cortos de tiempo, lo que concuerda con lo encontrado para Amphora sp. en el presente
estudio. Cordero y Voltolina (1997) realizan la preservacion a bajas temperaturas (-20 °C
y -60 °C) con dos especies de diatomeas planténicas (Chaetoceros sp. y Phaeodactylum
tricornutum) con la adicién de crioprotectores (glicerol al 10% y DMSO al 10%), estos
autores indican que ambos crioprotectores muestran un efecto positivo en la viabilidad
inicial de ambas especies, sin embargo ésta disminuye con el tiempo del cultivo. Estos
resultados pueden atribuirse a la utilizacion de bajas temperaturas para la preservacion
de la biomasa microalgal, ya que bajas temperaturas pueden ocasionar cambios en el
aparato fotosintético, asi como disminucion en el contenido de pigmentos fotosintéticos.
Resultados similares a los reportados por Cordero y Voltolina (1997) fueron observados
en los cultivos de Amphora sp. criopreservados con DMSO al 10% para todos los casos

de los cultivos provenientes de los distintos tipos de luz en este trabajo, esto puede indicar
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que el DMSO produce mayor dafio celular que el glicerol en Amphora sp. al ser utilizado

como crioprotector a -196 °C.

Mitbavkar y Anil (2006) analizaron el efecto de la criopreservacion con la adicion
de DMSO en diatomeas pennadas (Amphora coffeaeformis y Navicula transitans var.
derasa f. delicatula), en donde se encontré que en A. coffeaeformis los cloroplastos se
contraen ubicandose en el centro de la célula y se mantienen de la misma forma inclusive
después de ser descongeladas. Se encontrd que al inocularse estas células en medio de
cultivo nuevo, los cloroplastos se expanden y vuelven a su forma y tamafio normales;
describen que esta especie puede sobrevivir al proceso de criopreservacion sin la adicion
del crioprotector. Estos resultados son similares a los encontrados en la criopreservacion
de Amphora sp., ya que se observé viabilidad de los cultivos en el tratamiento con DMSO,
sin embargo en el presente estudio no se ensayoé el uso de la criopreservacion de las

células sin la adicion de crioprotector.

En otras especies de diatomeas tales como Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros
muelleri, Chaetoceros sp. y Nitzschia ovalis la adicién del crioprotector DMSO al 10% y
al 15% produce una criopreservacion exitosa asi como células viables después de su
descongelamiento (Rhodes et al., 2006). Tanniou et al. (2012) analiza el efecto de la
criopreservacion en la diatomea Haslea ostrearia y no reportan efectos téxicos por efecto
del crioprotector al ser criopreservada con DMSO vy glicerol; presentando la mayor
viabilidad en los cultivos criopreservados con glicerol, lo que concuerda con lo encontrado
en la criopreservacion de Amphora sp. proveniente de cultivos mantenidos en los distintos

tipos de luz.

El tamafio celular de Amphora sp. se vié modificado por el efecto de los
crioprotectores y del origen de los cultivos provenientes de distinta composicidén espectral
de la luz, en general se observaron células mas delgadas después de su
criopreservacion. Las células mas largas y anchas se presentaron en el tratamiento de
luz verde sin criopreservar, mientras que las células mas delgadas y pequefas se
tuvieron con los cultivos provenientes de la luz blanca con la adicion de glicerol como
crioprotector. La disminucién en el tamafio celular puede deberse a la utilizacién de los
productos de reserva ante los efectos adversos de los crioprotector y el mismo proceso

de criopreservacion.
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La composicion proximal de Amphora sp. es modificada tanto por la composicion
espectral de la luz, asi como por el tipo de crioprotector utilizado para su
criopreservacion. Se tiene que los mayores contenidos de proteinas y lipidos se
obtuvieron con el uso de glicerol como crioprotector y para los cultivos provenientes de
la luz blanca, mientras que los menores contenidos de proteinas se produjeron en los
cultivos sin criopreservar (control). Los mayores contenidos de clorofila a y carotenoides
se presentaron en el tratamiento con el uso de DMSO y para los cultivos provenientes
de la luz verde, mientras que los menores contenidos de ambos tipos de pigmentos se
presentaron en el tratamiento con el uso de glicerol como crioprotector. Los menores
valores de peso seco organico (PSO) y peso de cenizas (PC) se obtuvieron en el cultivo
sin criopreservar (control). El mayor PSO se presentd con los cultivos provenientes de la
luz amarilla con el uso de DMSO como crioprotector DMSO, mientras que el mayor PC
se evalué con el uso de glicerol como crioprotector y los cultivos provenientes del
tratamiento con luz verde. Montaini y colaboradores (1995) mencionan que el proceso de
criopreservacion de Tetraselmis suecica no modifica la composicion bioquimica de la
biomasa microalgal, lo que es contrario a lo obtenido en la criopreservacion de Amphora
sp. debido a que la composicion proximal se vi6 modificada por efecto del proceso y
segun el tipo de crioprotector utilizado. La criopreservacion con DMSO de Chlorella
vulgaris, Isochrysis galbana y Dunaliella salina produjo que el contenido de &cidos grasos
disminuyera después de ser criopreservadas (Guermazi et al., 2010), lo que resulta
inverso a lo encontrado en la criopreservacion de Amphora sp., ya que el contenido de
lipidos se increment6 después de la criopreservacion, esta respuesta puede ser debida
a la acumulacion de lipidos en la membrana celular como estrategia de proteccion a las

bajas temperaturas.

Vibrio sp.

Uno de los principales agentes causantes de episodios de mortalidad en los
moluscos (abulon, almeja, ostion), crustaceos (camarones, nauplio de Artemia, rotiferos)
y peces, son las patologias bacterianas, las cuales son causadas principalmente por las
bacterias tipo Vibrio (Skjermo y Vadstein, 1993; Verdonck et al., 1994; Anguiano-Beltran
et al., 1998; Soto-Rodriguez et al., 2003; Beaz-Hidalgo, 2008; Jadhav, 2009). El género



108

Vibrio esta formado por bacterias gram negativas pequefias y curvadas (con una forma
tipica de coma) y poseen un flagelo polar que le proporciona motilidad (Chart, 2012), las
bacterias pertenecientes a este género son capaces de producir sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) a las que se asocia la virulencia y la capacidad para causar
mortalidades (Beaz-Hidalgo, 2008). Es por esto que existe la problematica de disminuir o
erradicar la contaminacion por bacterias del género Vibrio en los cultivos de organismos
acuaticos ocasionada por la utilizacion de microalgas como alimento (Rico-Mora et al.,
1998). Algunas de las medidas que se deben de tomar para el control de la microflora de
los cultivos acuaticos es la higiene, la utilizacion de probiéticos y el empleo minimo de

antibiéticos (Lavens y Sorgeloos, 2000).

Algunas especies de microalgas han sido cultivadas para evaluar su potencial
como inhibidor de bacterias del género Vibrio y como control biolégico, dado que son
capaces de producir sustancias poliméricas extracelulares (EPS) las cuales pueden
inhibir el crecimiento de algunas bacterias del género Vibrio (Rico-Mora et al., 1998;
Gonzalez-Davis et al., 2012; Molina-Céardenas et al., 2014). En el cultivo de Skeletonema
costatum se han encontrado una especie de bacteria perteneciente al género Aeromona
asociada a la flora comun de dicha diatomea, la cual es capaz de inhibir el crecimiento
de Vibrio alginolyticus, lo que se atribuye al efecto de la competencia exclusiva, ya que
la bacteria del género Aeromona consume de manera continua los productos organicos
gue produce S. costatum afectando el crecimiento y establecimiento de V. alginolyticus
(Rico-Mora et al., 1998). La haptofita Tisochrysis lutea (anteriormente Isochrysis affinis
galbana o T-Iso: Bendif et al., 2013), mostré poseer un efecto inhibitorio para ciertas
especies de bacterias del género Vibrio (V. alginolyticus, V. harveyiy V. campbellii), este
efecto se atribuye a las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) producidas por T.
lutea, las cuales se componen principalmente de acidos grasos (Molina-Cardenas et al.,
2014).

Los extractos obtenidos de S. costatum y Dunaliella tertiolecta mostraron efectos
inhibitorios sobre el crecimiento de Vibrio campbellii, no obstante no se observo una
actividad anti-Vibrio en ninguno de los extractos mencionados, motivo por el que dichas
especies de microalgas fueron seleccionadas para proporcionarlas como alimento al

nauplio de Artemia franciscana utilizada en la camaronicultura. El efecto inhibitorio de S.
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costatum y D. tertiolecta sobre el crecimiento de V. campbellii se puede deber al amplio
espectro antimicrobiano propio de dichas especies de microalgas o a la produccion de
las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y productos de desecho microalgal
(Gonzélez-Davis et al., 2012). Algunos agentes quimicos han mostrado también su
eficacia como control de bacterias y hongos en cultivos de organismos acuéticos, tal es
el caso del formaldehido que en bajas concentraciones posee una alta efectividad en la
eliminacién de bacterias (Hameed y Balasubramanian, 2000). Asi mismo, los efectos
antibacterianos del glicerol y los efectos antimicrobianos dimetilsulfoxido (DMSQO) son
ampliamente conocidos (Marshall y Bullerman, 1994; Kabara y Marsall, 2005; Rietschel
y Fowler, 2008; Lim, 2012).

En el presente estudio los cultivos de Amphora sp. preservados a 4 °C en
obscuridad y almacenados por un periodo de 8 y 16 semanas resultaron libres de
bacterias del género Vibrio, lo cual se puede deber a la composicién de las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) producidas por Amphora sp. De la misma manera, los
cultivos de Amphora sp. criopreservados a -196 °C resultaron sin la presencia de
bacterias del género Vibrio, este resultado se puede deber al efecto antibacteriano que
posee el glicerol y el efecto antimicrobiano del dimetilsulféxido (Marshall y Bullerman,
1994; Kabara y Marsall, 2005; Rietschel y Fowler, 2008; Lim, 2012), los cuales fueron
utilizados como crioprotectores en el presente estudio.
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Capitulo 5. Conclusiones

La composicion espectral de la luz utilizada causé cambios en el crecimiento de
los cultivos de Amphora sp., los mayores valores se obtuvieron con el uso de la luz azul
y la luz verde. El tamafio celular de Amphora sp. no es influenciado por la composicién
espectral de la luz utilizada, pero se modifico el tamafo celular por efecto de la fase de

crecimiento resultando células mas anchas en la fase de crecimiento estacionaria.

La composicion proximal de Amphora sp. es influenciada por la composicion
espectral de la luz y por la fase de crecimiento del cultivo. Los mayores contenidos de
proteina se obtuvieron con los espectros de la luz blanca en fase exponencial. EI mayor
contenido de carbohidratos se obtuvo al mantener los cultivos con la GroLux en la fase
estacionaria. El contenido de lipidos disminuyo con el tiempo de cultivo, presentando los
mayores valores en la fase exponencial de crecimiento y al utilizar la GroLux. Los
mayores contenidos de clorofila a y carotenoides se encontraron durante la fase de
crecimiento exponencial con el espectro de la luz amarilla. El mayor peso seco organico

y contenido de cenizas fueron obtenidos con la luz amarilla durante la fase exponencial.

El coeficiente especifico de absorcion de Amphora sp. disminuy6é conforme el
contenido de clorofila a se incrementd y la PUR (energia fotosintéticamente utilizable)
utilizada en este trabajo se encontré entre los 21.1 pmol m? sty los 27.5 umol m? s de
luz blanca fluorescente. Las respuestas de las curvas fotosintesis-irradiancia (P-E) fueron
influenciadas por los distintos tipos de luz utilizados. La fotosintesis maxima (Pmax) Y la
mayor eficiencia fotosintética (a), se presentaron al mantener los cultivos de Amphora sp.
con la luz azul, mientras que los menores valores de intensidad de luz de saturacion (Ex)

se obtuvieron con el uso de la luz amarilla.

Por efecto de la preservacion en frio a 4 °C de los cultivos de Amphora sp. cultivada
previamente bajo distinta composicién espectral, se encontré que las células mantienen
su viabilidad para el crecimiento hasta por un periodo de almacenamiento de 16 semanas
en todas las condiciones experimentales ensayadas. El mayor crecimiento se presento
en el tratamiento con el uso de los cultivos provenientes de luz GroLux a las 8 semanas
de preservacion, sin embargo, a las 16 semanas de preservacién la composicién

espectral no causé diferencias en el crecimiento de los cultivos usados para medir la
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viabilidad. Durante los distintos tiempos de evaluacién de la viabilidad de los cultivos
preservados y para todas las condiciones experimentales utilizadas, se encontré que los
cultivos estaban libres de bacterias del género Vibrio, por lo que éstos se podrian utilizar
como indculo para otros cultivos o bien como alimento de organismos en cultivo. Por
efecto del proceso de preservacion en frio (4 °C) se modificd el tamafio celular (largo y
ancho), resultando en células mas delgadas y menos largas (cortas) después de la

preservacion.

En la criopreservacion (-196 °C) de los cultivos de Amphora sp. con la adicion de
crioprotectores (glicerol 10% y DMSO 10%) y cultivada previamente bajo distinta
composicidon espectral, se present6 viabilidad para todos los tratamientos. Sin embargo,
el mayor crecimiento durante los ensayos de viabilidad se encontr6 con el uso de glicerol
como crioprotector, ya que el DMSO gener6 un decremento de la densidad de células
respecto al tiempo de cultivo. En ambos tratamientos de se observo la influencia en la
viabilidad de la composicidén espectral de la luz, presentandose las mayores densidades
poblacionales con la luz blanca. El tamario celular de Amphora sp. se modificé por efecto
de la criopreservacion de las células asi como por la procedencia de los cultivos
expuestos a los distintos tipos de luz. En general se obtuvieron células mas delgadas

después de la criopreservacion con adicion de ambos crioprotectores (glicerol y DMSO).

La composicion proximal de las células de Amphora sp. criopreservadas se
modifica por efecto del origen de los cultivos mantenidos con distinta composicion
espectral de la luz, asi como por efecto del tipo de crioprotector utilizado. EI mayor
contenido de proteinas y lipidos se obtuvo con el uso de glicerol como crioprotector para
los cultivos previamente mantenidos con luz blanca. Los mayores contenidos de clorofila
a y carotenoides se presentaron en el tratamiento con DMSO para los cultivos

previamente mantenidos con luz verde.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Evaluar el efecto de distintos fotoperiodos en el cultivo de Amphora sp. con el fin

de reducir costos en energia durante su produccion.

Analizar los perfiles de acidos grasos y aminoacidos de Amphora sp. para evaluar

su uso potencial como alimento en la acuicultura.

Evaluar el coeficiente especifico de absorcion y la PUR para cultivos de Amphora

sp. mantenidos con distinta composicion espectral.

Valorar la composicion proximal de los cultivos preservados en frio y evaluar su

capacidad fotosintética.

Preservar cultivos de Amphora sp. por un mayor tiempo de anaquel con el fin de

producir pastas para ser utilizadas como alimento para organismos en cultivo.

Analizar el efecto de otros crioprotectores sobre la viabilidad de Amphora sp. y

evaluar la capacidad fotosintética de estos cultivos.

Realizar ensayos de alimentacion utilizando los cultivos de Amphora sp. obtenidos

con la distinta composicion espectral de luz utilizada en esta investigacion.
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