UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS

Efecto de diferentes aportes quimicos de nitrégeno (nitratos y amonio) respecto al
crecimiento y su composicion proximal en Synechococcus elongatus y Phormidium sp.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
BIOLOGO

MARCELA MURILLO PADILLA

Ensenada, Baja California Mayo de 2024



POR LA REALIZACION PLENA DEL SER

=} pec}

L

i Zo0V QVAISHIAIN
\Y 6" M

= %:é ()
@)

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS,
CAMPUS ENSENADA.

“Efecto de diferentes aportes quimicos de nitrégeno (nitratos y amonio) respecto al
crecimiento y su composicion proximal en Synechococcus elongatus y Phormidium sp.”

TESIS

PARA CUBRIR LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA OBTENER EL TiTULO DE

BIOLOGO
PRESENTA

Marcela Murillo Padilla
357605

A quien el Comité de Tesis autoriza el trabajo terminal y de acuerdo con el

Art. 19 del R.G.E.P.E.P, emite los siguientes votos aprobatorios mediante rubrica:

Qpud e NGRS

Dra. M. del Pilar Sanchez
Saavedra
DIRECTOR

Dra. Ceres Anabel Molina
Cardenas
SINODAL

e

S Aamehs

Dra. Socorro Jiménez Valera
SINODAL

“Por la Realizacion Plena del Ser”

Dr. Alejandro Sanchez
Gonzalez
SINODAL
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Efecto de diferentes aportes quimicos de nitrégeno (nitratos y amonio) respecto al
crecimiento y su composicion proximal en Synechococcus elongatus y Phormidium sp.

Resumen aprobado:

Opud Al S

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Director de tesis

Las microalgas pueden usar varias formas quimicas del nitrégeno, y por lo general prefieren
incorporar el amonio que el nitrato debido a su grado de éxido-reduccién que facilita su
utilizacion en el metabolismo que resulta en un ahorro energético. Por lo que se esperaria
que al suministrar amonio en el medio de cultivo favorezca el crecimiento y la produccion
de proteinas en Synechococcus elongatus y Phormidium sp. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de dos diferentes aportes quimicos de nitrogeno (amonio y nitrato)
respecto al crecimiento y composicidn proximal en Synechococcus elongatus y Phormidium
sp. El crecimiento se evalud a través de conteos directos y por mediciones de la densidad
Optica. La produccion de biomasa se midié por medio de andlisis gravimétrico. La
composicidon proximal y el contenido de pigmentos de las células se cuantific6 mediante
métodos espectrofotométricos. Se tuvo que Phormidium sp. produjo significativamente
mayor cantidad de biomasa (p= 0.003) evaluada como peso seco total con el tratamiento
con amonio (224.055 + 3.417 ug ml?t), respecto al obtenido con nitratos (164.450 + 9.838
ug mlt) en fase estacionaria. Se encontrdé que Phormidium sp. produjo significativamente
mayor (p=0.049) contenido de proteinas con amonio (31.909% + 0.582) respecto a lo
obtenido con nitrato (24.674% * 3.862) en la fase de crecimiento estacionaria. Los cultivos
de S. elongatus tuvieron significativamente mayor (p= 0.049) cantidad de biomasa evaluada
como peso seco total con el tratamiento con nitrato (309.500 + 9.838 ug ml?) respecto a lo
obtenido con amonio (187.083 + 3.417 ug ml?) en la fase estacionaria. No hubo diferencias
significativas (p= 0.517) por efecto del aporte quimico de nitrégeno en el medio en la
produccién de proteinas en los cultivos de S. elongatus. Se encontrdé que Phormidium sp.
mostré una mayor produccidon de biomasa en peso seco total, contenido de proteinas y
clorofila a con el aporte quimico de amonio en la fase de crecimiento estacionaria, sin
embargo el uso de nitratos en el medio de cultivo incrementé la produccion de lipidos. En
los cultivos de S. elongatus se tuvo una mayor produccidén de biomasa en peso seco total,
contenido de carbohidratos, clorofila a y carotenos con el aporte quimico de nitratos en el
medio y en la fase de crecimiento estacionaria.

Palabras clave: Synechococcus elongatus, Phormidium sp., nitrato, amonio, crecimiento,
composicidn proximal, pigmentos.
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Effect of different chemical sources of nitrogen (nitrate and ammonium) on growth and
proximate composition in Synechococcus elongatus and Phormidium sp.

Summary approved by:
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Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Thesis director

Microalgae can use various chemical forms of nitrogen and generally prefer to incorporate
ammonium rather than nitrate due to its degree of oxidation-reduction, which facilitates its
utilization in metabolism and results in energy savings. The objective of this work was to
evaluate the effect of two different chemical inputs of nitrogen (ammonium and nitrate) on
growth and proximal composition in Synechococcus elongatus and Phormidium sp. Growth
was assessed by direct counts and by optical density measurements. Biomass production
was measured by gravimetric analysis. The cells' proximal composition and pigment content
were quantified using spectrophotometric methods. The results from Phormidium sp.
indicate that there was significantly more biomass produced (p= 0.003) evaluated as the
total dry weight with the ammonium treatment (224.055 + 3.417 pug mlt), in comparison to
that obtained with nitrates (164.450 + 9.838 ug ml?)in the stationary growth phase. It was
found that Phormidium sp. produced significantly higher (p=0.049) protein content with
ammonium (31.909% + 0.582) in comparison to that obtained with nitrate (24.674% +
3.862) in the stationary growth phase. The S. elongatus cultures had a significantly higher
(p=0.049) amount of biomass evaluated as total dry weight with nitrate treatment (309.500
+ 9.838 pg ml!) compared to that obtained with ammonium (187.083 + 3.417 pg ml?) in
the stationary growth phase. There was no significant difference (p= 0.517) in the effect of
chemical nitrogen supply in the medium on protein production in S. elongatus cultures. It
was found that Phormidium sp. showed higher biomass production in total dry weight,
protein, and chlorophyll a content with ammonium as the chemical nitrogen source in the
stationary growth phase, however, the use of nitrates in the culture medium increased lipid
production. In S. elongatus cultures, there was a higher biomass production in total dry
weight, carbohydrate content, chlorophyll a, and carotenes with the chemical contribution
of nitrates in the medium at the stationary growth phase.

Key words: Synechococcus elongatus, Phormidium sp., nitrate, ammonium, growth,
proximal composition, pigments.
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1. Introduccién

Las microalgas, son organismos unicelulares o coloniales mayoritariamente
autotrdéficos que habitan en ambientes marinos, dulceacuicolas, integradas al suelo o en
superficies humedas (Reynolds, 2006). Debido a su diversidad, los linajes se clasifican
dentro del grupo de procariotas, asi como de los eucariotas. Las microalgas difieren de las
plantas por la falta de estructuras tales como raices, tallos, hojas y embriones. Ademas, las
microalgas se caracterizan por la presencia de ciertos pigmentos fotosintéticos, sus
productos de almacenamiento y diversos rasgos ultraestructurales (Bold y Wynne, 1985;

Lee, 1989).

Debido a la diversidad de ambientes en donde pueden vivir, las microalgas han
desarrollado estrategias fisioldgicas y produccién de compuestos con caracteristicas
guimicas muy variadas. Las microalgas han trascendido hacia la industria biotecnoldgica por
suamplia gama de aplicaciones en diferentes areas. La diversidad de productos bioquimicos
gue se extraen de las microalgas las posiciona como organismos de valor en la cadena
tréfica, en las dreas de nutricién humana y animal, en la agricultura para la produccién de
biofertilizantes, en la nutracéutica, en farmacolologia para la produccién de antivirales,
antibacteriales y anticancerigenos, en medicina experimental, para cosmetologia y como

bio-refineria por mencionar algunos campos de interés (Rizwan et al., 2018).

De acuerdo con la Evaluacion de los Ecosistemas del Milenio (también conocida
como “MEA” por sus siglas en inglés) propuesta por la Organizacidn de las Naciones Unidas

(2005), existe una clasificaciéon para las aportaciones ecoldgicas que brinda algun



organismo; tanto a su entorno natural, como para el aprovechamiento humano. Las
microalgas ofrecen la produccion de oxigeno atmosférico y realizan la mitad de la
fotosintesis global (Andersen, 1996). Incluso podria ir en aumento la produccion de oxigeno
por microalgas debido a la disminucién exponencial de las areas forestales en las ultimas
décadas (Ellis et al., 2020). Dentro de la misma clasificacién se argumenta que la produccidn
primaria del fitoplancton da energia a los siguientes eslabones de redes alimentarias de
ecosistemas acuaticos (Hill et al., 2006) y terrestres; indirectamente por medio de materia
organica de aves, o directamente por su presencia natural en el entorno (Polis y Hurd,

1996).

Dentro del reciclaje de nutrientes y los ciclos biogeoquimicos descritos por la MEA
se menciona que el fitoplancton permite el reciclaje y la redistribucion de nutrientes
(Naselli-Flores, y Padisak, 2022). Las microalgas comparten interacciones de gran
importancia con diferentes microorganismos, entre ellos virus, arqueas, bacterias y hongos
para el reciclaje de micro y macronutrientes (Kamalananthan et al., 2021). La actividad
fotosintética del fitoplancton permite la descomposicién de materia orgdnica realizada por
otros microorganismos aerobios y regula la abundancia de estos organismos (Azam et al.,

1983).

Las cianobacterias son organismos autotréficos procariotas (Shilo, 1989). Son de
importancia ecoldgica por la simbiosis que comparte con diversos organismos y ademas son
utilizados para la produccién de compuestos destinados a la salud humana, en la industria
biotecnoldgica, alimentaria y farmacéutica entre otras (Schopf, 2000). Algunas especies de

cianobacterias producen toxinas y causan problemas de mortandad para organismos



acudticos o bien, para los organismos que los consumen (Sivonen, 2009). Las cianobacterias
es un grupo de organismos muy antiguo y gracias a la evidencia de las areas de
paleontologia, geologia y geoquimica, se estima que el origen de los estromatolitos
(ecosistema microbiano que incluye cianobacterias y otro tipo de bacterias) fue hace ~3500
millones de afios (Schopf, 2000). Las cianobacterias tienen una amplia diversidad
morfoldgica, desde formas unicelulares a filamentos singulares o en colonias (Whitton y

Potts, 2000).

La diversidad fisioldgica y metabdlica de las cianobacterias ha permitido que tengan
presencia en casi todos los tipos de habitats, desde acuaticos a terrestres. Son organismos
extremofilos que soportan temperaturas y salinidades extremas (Schirrmeister et al., 2013).
En ambientes terrestres, su importancia ecoldgica recae en mantener la fertilidad y
estabilidad del suelo en zonas aridas y semidesérticas (Whitton y Potts, 2000). La fijacidn
de nitrégeno atmosférico se puede llevar a cabo en células especializadas llamadas
heterocistos; estas permiten prosperar a las cianobacterias en donde el nitrégeno es un

recurso limitado (Bergaman et al., 1997).

El nitrégeno es el tercer elemento mds importante como fuente de nutriente para
las cianobacterias, cualquier deficiencia resulta en una menor produccién de
ficobiliproteinas (pigmento accesorio para la fotosintesis) y en consecuencia disminuye la
eficiencia de aprovechamiento de energia solar para la fotosintesis (Kolber, 1988). Las
cianobacterias pueden utilizar distintas formas de nitrégeno: nitrogeno atmosférico,
nitrato, nitrito, amonio, urea, cianato y algunos aminoacidos (Valladares et al., 2002; Flores

et al., 2005). Sin embargo, existe una preferencia hacia el amonio (NH4*) por ser la forma



guimica mas reducida e implica menor gasto metabdlico para su asimilacion (Muro-Pastor

et al., 2005; Esteves-Ferreira et al., 2017).

Los diferentes aportes de nitrogeno en el medio de cultivo pueden variar la tasa de
crecimiento y la composicion proximal de la especie de cianobacteria. El crecimiento
poblacional de las cianobacterias podria ser mas lento cuando se les proporciona nitrato
(NO3) en lugar de amonio (NH4*) (Rickert y Giani, 2004). En otras investigaciones se
encontrd que algunas especies de cianobacterias presentan mayor contenido de proteinas
cuando hay nitrato en el medio de cultivo respecto al suministro de amonio en el medio

(Dortch et al., 1984).



1.1 Antecedentes

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes para el desarrollo de las
microalgas y se le considera un macronutriente. El nitrégeno es un recurso que influye en
las interacciones de las comunidades fitoplanctdnicas y hasta en la calidad del agua (Smith,
2003). En el estudio de Blomqvist et al. (1994) se encontré que las cianobacterias no
fijadoras de nitrégeno tuvieron una preferencia hacia el amonio, mientras que las
microalgas eucariotas crecieron mejor al asimilar nitrato. Esto implica una mejor
coexistencia entre las comunidades fitoplanctdnicas reduciendo la competencia de

recursos entre ellas.

El amonio es la presentacidén inorganica mas reducida de nitrogeno que pueden
utilizar las cianobacterias. Se ha observado que cuando el amonio esta presente en el
medio, los organismos no asimilan ninguna otra forma quimica de nitrégeno (Ochoa de Alda
et al., 1996). Cualquier otro aporte de nitrégeno, como los nitratos o nitritos se reducen a
amonio en el metabolismo de las cianobacterias para posteriormente ser incorporado a
compuestos celulares organicos (Syrett, 1981). Se requiere de dos enzimas muy
importantes para llevar a cabo la reduccion quimica: nitrato reductasa y nitrito reductasa;
estas reacciones juntas consumen un total de ocho electrones (Flores y Herrero, 2005). Es
por ello, que absorber amonio de manera pasiva o con una permeasa especifica (Esteves-
Ferreira et al., 2018) resulta en un ahorro de energia que es preferente por las células
(Muro-Pastor et al., 2005). Se ha visto que, dependiendo de la concentracidon de amonio en
el medio, se inhibe la actividad de la enzima nitrato reductasa, por lo que no se podra

aprovechar este nutriente, o bien se utilizaran de forma parcial los nitratos disponibles en



el medio (Syrett, 1981). La tactica anterior acerca de la activacion de enzimas segun la
concentracion de las formas amonio o nitratos, refleja la habilidad estratégica de estos
microorganismos, para seleccionar rutas metabdlicas que requieran la menor cantidad de

energia posible por el mayor beneficio (Raven et al., 1992; Schluter, 1996).

En el estudio de Riichert y Giani (2004) en cultivos de la cianobacteria Mycrocystis
viridis se comparé la densidad celular y el contenido de proteinas al usar nitrato de sodio
(NaNO3) y cloruro de amonio (CINH4) como aportes de nitrégeno en el medio. Con ambos
tratamientos M. viridis aumentd la densidad celular. Sin embargo, se encontré mayor tasa
de crecimiento con cloruro de amonio y resultd en valores mayores de produccién de
biomasa. Esto indica que un florecimiento por crecimiento exponencial de M. viridis es mas
propenso a ocurrir en un ambiente rico en amonio. Sin embargo, la concentracion de
proteinas fue mayor en el tratamiento con nitratos y se pudo mantener alta densidad
celular durante mas tiempo. Por consiguiente, M. viridis podria competir con eucariotas por
nitratos, mientras maximiza la asimilacion de amonio, y una vez que los nitratos ya no estén

disponibles para los competidores, el florecimiento de M. viridis seria posible.

En el estudio de Kevin et al. (2020) se utilizaron cianobacterias y clorofitas para
comparar la tasa de asimilacién entre nitratos, amonio y urea. Dentro del grupo de las
cianobacterias se trabajd con organismos del género Synechococcus que fueron aislados de
los lagos de Ontario, Canada. Los resultados muestran un declive de productividad en
ambos grupos taxondmicos expuestos al tratamiento de amonio. No obstante, la
concentracion de este compuesto es clave para determinar el efecto que tiene sobre las

células. Si hay un exceso de amonio en el ambiente 10 uM NHs* puede reducir el



crecimiento o incluso producir la muerte de las células de microalgas. Sin embargo, cuando
hay bajas concentraciones de amonio <4 uM NHs* (Wilkerson et al. 2006) resulta en un
ambiente adecuado para su crecimiento (Flynn et al., 1997; Dai et al., 2012). Las condiciones
ambientales preexistentes como son la temperatura, pH y contenido de fésforo en el medio,
también tienen un papel importante en cémo respondera el fitoplancton respecto a la
concentracion y forma quimica del nitrégeno en el medio ambiente. Por ejemplo, la
absorciéon de amonio suele ser mayor en temperaturas mds calidas, mientras que en
temperaturas mas frias el nitrato es preferente para el consumo del fitoplancton,

particularmente en diatomeas (Gilbert et al., 2016).

Las cianobacterias que se utilizardn en este estudio son Synechococcus elongatus y
Phormidium sp. La especie de Synechococcus elongatus es una cianobacteria unicelular
marina o dulceacuicola que forma colonias de hasta 12 células segun la fase de crecimiento.
Tiene rapido crecimiento, es tolerante al estrés ambiental y maleable para la ingenieria
genética (Jaiswal et al.,, 2020). Esta cianobacteria ha sido usada principalmente para
producir compuestos de interés como son los acidos grasos del tipo omega 3 (Santos-
Merino et al., 2018, 2022). El mecanismo de asimilacion de nitrégeno para esta especie se
da por medio de transportadores membranales para el amonio o por mecanismos

reductores para los iones de nitratos o nitritos (Cai et al., 2013).

El género Phormidium pertenece a las cianobacterias filamentosas sin heterocistos.
Habita en sustratos acuaticos, principalmente en agua dulce, pero también se pueden hallar
en zonas litorales costeras o en suelos hiumedos. Ha sido objeto de estudio por su rol

ecolégico y su adaptacién a diferentes condiciones ambientales (Teneva, 2005). En el



estudio de Khazi et al. (2018) indican que la utilizacion de amonio es la mas favorable para
este género, ya que lo absorbe con mayor rapidez y el crecimiento poblacional es mayor
respecto al uso de otras formas quimicas de nitrédgeno. El género Phormidium es
considerado buen candidato para la produccidn de ficocianina, que es un complejo de

ficobiliproteinas (Khazi et al., 2018).



1.2 Hipétesis

Las microalgas por lo general prefieren incorporar el amonio que el nitrato debido a su
grado de éxido-reduccion que facilita su utilizacidn en el metabolismo. Por lo que se espera
que al suministrar amonio en el medio de cultivo favorezca el crecimiento y la produccion

de proteinas en Synechococcus elongatus y Phormidium sp.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de dos diferentes aportes quimicos de nitrégeno (nitratos y amonio)

respecto al crecimiento y composicidn proximal en Synechococcus elongatus y Phormidium

sp.

1.3.2 Objetivos especificos:

Medir la densidad celular y la densidad dptica de los cultivos de Synechococcus

elongatus y Phormidium sp. para evaluar la tasa de crecimiento, el tiempo de

generacioén y su curva de crecimiento.

e Conocer los valores de pH del medio de cultivo de Synechococcus elongatus y
Phormidium sp. en el transcurso del tiempo de cultivo.

e Valorar la composicion proximal de los cultivos de Synechococcus elongatus vy
Phormidium sp. durante la fase de crecimiento exponencial y estacionaria.

e Caracterizar los pigmentos de los cultivos de Synechococcus elongatus y Phormidium

sp. durante la fase de crecimiento exponencial y estacionaria.



2. Metodologia

Origen de las cepas

10

Se seleccionaron las especies de cianobacterias Synechococcus elongatus vy

Phormidium sp. como organismos del estudio por su importancia ecolégica (Tabla 1). Los

indculos de estas especies se obtuvieron de la coleccidn de microalgas del laboratorio de

Biotecnologia de Algas (BIOAL) del Centro de Investigacién cientifica y de Educacién

Superior de Ensenada (CICESE).

Tabla 1. Especies de cianobacterias seleccionadas para su estudio.

Especie Ambiente

Sitio de aislamiento

Phormidium sp. Marino

Kitzing ex Gomont, 1982

Synechococcus elongatus Dulceacuicolay

(Nageli) Nageli 1849 marino

Peninsula de Baja
California
(Jiménez-Valera, 2016)
San Blas, Nayarit

(Aguilar-May, 2002)

Condiciones de cultivo y aportes quimicos de nitrégeno

Se realizaron cultivos no axénicos, monoespecificos y en sistemas por lotes en

matraces de 500 ml (Kimax-Kimble No. 26500 tapén No.7) en agua dulce de uso doméstico.

Se utilizaron dos tratamientos de aporte quimico de nitrégeno. El tratamiento control fue

el nitrato (NaNOs) provisto por el medio “f” descrito por Guillard y Ryther (1962). En el
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segundo tratamiento se adicioné amonio en forma de cloruro de amonio (CINH4). Para cada
especie de cianobacteria y condicién experimental se realizd por triplicado. La
concentracion final de nitrégeno en ambos tratamientos es de 17.66 x 10 M y la relacion
atomica de N:P para ambos aportes quimicos de nitrégeno afiadidas al medio es de 22:1

(Sanchez-Saavedra et al., 2017).

Para evitar la agregacion celular de las cianobacterias durante el crecimiento del
cultivo, se agregaron dos cucharadas de esferas de vidrio de 2 mm de diametro al matraz
con la finalidad homogeneizar la distribucién de las células. Los matraces con agua y las
esferas de vidrio se esterilizaron en una autoclave (Yamato® modelo SE-300) a una
temperatura de 121 °C y 1.05 kg cm? de presidon durante 20 min. Los nutrientes se
agregaron después del proceso de esterilizacién dentro de una campana de extraccion de
flujo laminar (AirClean® 600 PCR Workstation) y en presencia de un mechero de gas para

evitar la contaminacion.

Los cultivos de las dos especies de cianobacterias se realizaron en el Laboratorio
Huamedo del Departamento de Acuicultura del CICESE. Se mantuvieron bajo iluminacién
continua provista por [ldmparas fluorescentes de luz blanca (General Electric® modelo F40D-
EX) con una irradiancia de 100 pmol m? s, La irradiancia se ajusté con un radiémetro con
sensor 4m (Biospherical Instruments QSL-100). Los cultivos se mantuvieron a una

temperatura de 23 £ 1 °Cy cada dia se agitaron manualmente.

En los cultivos de cada especie se monitorearon las siguientes variables

experimentales que se detallan a continuacidn:



12

Densidad dptica y pH

Durante el experimento cada dia se extrajo una alicuota (1 mL) de cada matraz para
evaluar la densidad éptica (DO) y el pH de cada muestra. Se obtuvieron valores de DO a 550
nm y 680 nm en un espectrofotometro (Hach® modelo DR6000). El pH de los cultivos se
midié con ayuda de un potenciémetro (Checker® de Hanna Instruments® modelo HI98103).
Una vez obtenidos los valores de DO y pH se graficaron para ver la respuesta respecto al

tiempo de cultivo.

Tasa de crecimiento

Para cada condicidn experimental se tomé diariamente una alicuota de 1 mL para
medir la densidad de células por medio del conteo directo con un hematocitémetro
(Hausser Scientific) de 0.1 mm de profundidad y un microscopio compuesto (Olympus CX-
31). La concentracién celular se calculé de acuerdo con la férmula descrita por Arredondo-

Vega y Voltolina (2007):

C =N *10*= dil

Dénde:

C= células mL?

N= promedio de células presentes en 1 mm? (0.1 pL)

dil= factor de dilucién
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Para fijar las muestras se incorporé una gota de Liigol a todas las alicuotas de las

muestras de cada tratamiento durante el periodo experimental.

Con los datos de la densidad celular de cada muestra, se calculé la tasa de

crecimiento y el tiempo de generacion, con las fdrmulas descritas por Fogg y Thake (1987):

log, (N;) — log,(Ny)
t, -4

Dénde:

W: tasa de crecimiento especifica

Log: logaritmo en base dos

N2 y N1i: concentracidn de células en el tiempo 2 (t2) y al tiempo 1 (t1) respectivamente.

Tg: tiempo de generacidn
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Peso seco

Se calcularon los valores de peso seco total (PST), el peso seco organico (PSO) vy el
peso inorganico o contenido de ceniza (PSI) de los cultivos en fase exponencial y fase

estacionaria de ambos tratamientos segun la metodologia propuesta por Sorokin (1973).

Se utilizaron filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C) de 45 mm de didmetroy 1 um
de abertura del poro. Estos fueron incinerados en una mufla Barnstead Thermolyn (1400) a
490 °C por 4 horas. Posteriormente, para obtener el peso seco, los filtros se pesaron en una

balanza analitica (Mettler Toledo modelo XS105) hasta obtener un peso constante por filtro.

Para calcular el PST durante la fase exponencial y estacionaria del crecimiento del
cultivo, se extrajeron 20 mL de cada matraz y posteriormente las muestras estuvieron 35
min con 20 mL de formiato de amonio al 3% para eliminar las sales. Las muestras se filtraron
a través de filtros de fibra de vidrio previamente pesados. Los filtros con muestra se
colocaron en una estufa a 60 °C, y a partir de las 72 horas se pesaron en una balanza

analitica, hasta que su peso fuera constante, y finalmente obtener el peso seco total.

El PSI se obtuvo incinerando los filtros en una mufla a 490 °C por 4 horas.
Posteriormente, se pesaron los filtros en una balanza analitica hasta conseguir un peso
constante por filtro. El peso organico se calculd restando a los valores del peso seco total
el valor del peso de las cenizas para cada filtro. Las siguientes férmulas ayudaron a estimar

el valor de PST, PSly PSO:
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PST = (Peso seco del filtro + muestra) — (Peso seco del filtro)

(Volumen filtrado del cultivo)

ps[ = (Peso seco del filtro + muestra cenizas) — (Peso seco del filtro)

(Volumen filtrado del cultivo)

PSO = (PST - PSI)

Composicién proximal

El andlisis de la composicidn proximal de las muestras se realizd durante la fase
exponencial y estacionaria de los cultivos. Se tomaron alicuotas de 10 mL de cada cultivoy
se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman® GF/C) de 25 mm de didmetro y
1 um de apertura de poro. La cuantificacién del contenido de proteinas, carbohidratos y

lipidos se realizé por métodos espectrofotométricos.

Para el analisis de proteinas se construyd una curva de calibracion al usar albimina
de suero de bovino. Se utilizé la metodologia desarrollada por Lowry et al. (1951). Las

condiciones de extraccidon de las proteinas para cada especie estan descritas en la tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones de extraccién para cuantificacion de proteinas de Synechococcus elongatus vy
Phormidium sp.

Especie Normalidad Tiempo de Autores

NaOH Incubacién (min)
Phormidium sp. 0.2N 20 min Jiménez-Valera, 2016
Synechococcus elongatus 0.1 N 30 min Campa-Avila, 2002

Para la extraccion de las proteinas las muestras se mantuvieron por 45 min Lowry et
al. (1951) en un sonicador (Ultrasonic Cleaner, Vivo Home®) con agua templada. Se
realizaron dos extracciones para las proteinas. La cuantificacién se realizdé con el reactivo
de Folin-Ciocalteau (Sigma®) y agua destilada en proporcion 1:1. Las muestras se
homogeneizaron con un agitador vortex (Vortexer mini, VWR®) y se dejaron en reposo por
90 min en oscuridad. Para evaluar la concentracidn de proteinas de las muestras se

realizaron lecturas a 750 nm en un espectrofotémetro (Hach ® DR6000).

Para el analisis de carbohidratos se realizd una curva de calibracidn con glucosa
anhidra (Sigma®, 98%). La extracciéon de los carbohidratos se efectud siguiendo el método
descrito por Dubois et al. (1956) basado en la utilizacion de acido sulfurico concentrado
(H2S04) y fenol al 5%. Las muestras se colocaron en una celda de cuarzo de 3 mL y se

realizaron lecturas a 485 nm en un espectrofotémetro (Hach® DR6000).

El andlisis de lipidos se realizé segun la metodologia de Bligh y Dyer (1959) basado
en el uso de una solucidn 1:2 de cloroformo-metanol. Se construyd una curva de calibracion

con una solucién de tripalmitina (Sigma®, 98%). Para la extraccion de lipidos, a las muestras
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se les aplico sonicacidn (Ultrasonic Cleaner, Vivo Home®) por 45 min, se centrifugaron (en
un equipo Eppendorf modelo 5810R) a 4 °C por 15 min y el sobrenadante obtenido se
transfirio a tubos de ensayo de 15 mL. En la segunda extraccién se repetid el mismo
procedimiento para posteriormente afiadir el segundo sobrenadante al mismo tubo. Se
agrego la solucion de clorofomo-metanol formando una bifase donde se separan los
solventes. Los lipidos al ser afines al cloroformo, por su polaridad similar, quedaron en la
fase inferior del tubo. Las muestras se colocaron en una estufa a 50 °C hasta la evaporacion
de los solventes y obtener Unicamente los lipidos. Para la cuantificacidon se realizé el método
descrito por Pande et al. (1963) utilizando mezcla crémica (acido crémico). Las muestras se
colocaron en bafio Maria (100 °C) por 15 min. Una vez que las muestras se encuentraban a
temperatura ambiente, se les agregd agua destilada y se homogeneizaron con un vértex
(Vortexer mini, VWR®). Las muestras se colocaron en una celda de cuarzo de 3 mL y se

realizaron lecturas a 590 nm en un espectrofotémetro (Hach® DR6000).

Pigmentos

Para evaluar la concentracion de los pigmentos fotosintéticos se colectaron 5 mL de
muestra de cada tratamiento y se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman®
GF/C) de 25 mm de didmetro y 1 um de apertura de poro. La extraccion de los pigmentos
se realiz6 con 5 mL de acetona al 90%. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C
durante 24 h y en oscuridad. Para la medicion de los pigmentos se implementd el método
descrito por Parsons et al. (1984) el cual esta basado en técnicas espectrofotométricas. La

cuantificacién se realizé siguiendo el método tricromatico haciendo lecturas a 664 nm, 647
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nm y 630 nm para las clorofilas y, a 510 nm y 480 nm para los carotenoides. La lectura de

las muestras se efectud en un espectrofotometro (Hach® modelo DR6000).

Se cuantificaron los pigmentos fotosintéticos con las ecuaciones propuestas por

Jeffrey y Humphrey (1975).

Clorofila a (ug ml'l) = 11.85 A664 — 1.54 A647 — 0.08 A630

Clorofila b (ug ml?) =-5.43 A664 + 21.03 A647 — 2.66 A630

Carotenoides (ug ml?) = 7.6 (A480 — 1.49 A510)

Cxv
X

.7 . 1y
Concentracion final (ug ml)= Ve1o

Donde:

A = absorbancia corregida a la A sefialada

C = valor calculado con las ecuaciones

v = volumen de acetona al 90% empleado en la extraccién (en mL)
V = volumen de muestra filtrada (en L)

Tratamiento estadistico

Las curvas de crecimiento evaluadas por medio de conteos para cada condicion
experimental se compard por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) de una via. Para
esta prueba se analizo la linealidad, la normalidad y la homogeneidad de varianzas. En caso
de no cumplir con los parametros anteriormente mencionados, se utilizé un ANOVA no

paramétrico (Kruskal-Wallis).
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Se utilizaron dos andlisis de varianza (ANOVA) de una via para evaluar identificar las
diferencias significativas, entre el tipo de aporte quimico de nitrégeno y la fase de
crecimiento (exponencial y estacionaria), para cada una de las variables de respuesta
(tamafio, peso seco total, peso seco organico y contenido de cenizas, proteinas,

carbohidratos vy lipidos, clorofila a, y carotenos).
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3. Resultados

Phormidium sp.

Densidad celular

La curva de crecimiento de Phormidium sp. presenté su fase exponencial del dia 2 al
4. A partir del dia 4 se considerd el inicio de la fase estacionaria (Figura 1). No se encontraron

diferencias significativas en el crecimiento entre los aportes de nitrégeno (p=0.339).
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Figura 1. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad celular (células mL™ x 10°) de cultivos de
Phormidium sp. mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio e y nitrato O).
Andlisis de varianza (ANOVA) no paramétrico (Kruskal-Wallis) de una via.
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Densidad dptica y pH

No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de Phormidium sp. por
el efecto del aporte de nitrogeno evaluado a 550 nm (p=0.717) y tampoco al ser medido a

680 nm (p=0.645) (Figuras 2 y 3).

El mayor valor de pH de los cultivos de Phormidium sp. se registré en el tratamiento
con aporte de nitrato en el medio y el menor valor de pH se midid en el tratamiento con

amonio.

Densidad o6ptica a 550 nm

0.01

0 1 2 3 4 5 § 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo (dias)

Figura 2. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad 6ptica a 550 nm de cultivos de Phormidium
sp. mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio e y nitrato 0). Analisis de varianza
(ANOVA) no paramétrico (Kruskal-Wallis) de una via.
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Densidad 6ptica a 680 nm

0-01 T T T T T T T T T T
o ¢ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Tiempo (dias)

Figura 3. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad 6ptica a 680 nm de cultivos de Phormidium
sp. mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio ¢ y nitrato 0). Analisis de varianza
(ANOVA) no paramétrico (Kruskal-Wallis) de una via.
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Tasa de crecimiento y tiempo de generacion

No se encontraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento (u) (divisiones
por dia) (p=0.925) y tampoco en el tiempo de generacién (p=0.827) por el efecto del aporte

de nitrégeno en los cultivos de Phormidium sp. (Figura 4).
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Figura 4. Valores promedio y desviacion estandar de la tasas de crecimiento y el tiempo de generacién de
cultivos de Phormidium sp. mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio e y nitrato
0). Analisis de varianza (ANOVA) de una via.
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Peso seco total, peso seco organico y peso de cenizas

El peso seco total (PST) evaluado en los cultivos de Phormidium sp. presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.001) y también por efecto del

aporte de nitrégeno en la fase exponencial (p=0.001) y en la fase estacionaria (p=0.003).

El peso seco orgdnico (PSO) evaluado en los cultivos de Phormidium sp. presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.003) y por efecto del aporte de

nitrégeno en la fase exponencial (p=0.022) y en la fase estacionaria (p=0.004).

El peso de cenizas (PC) evaluado en los cultivos de Phormidium sp. no presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.095). Sin embargo, si hubo
diferencias significativas en el peso de las cenizas por efecto del aporte de nitrégeno en la

fase exponencial (p=0.022) y en la fase estacionaria (p=0.004) (Figura 5).
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Figura 5. Valores promedio y desviacidn estandar del peso seco total, peso seco orgénico y peso de cenizas
(ug mlt) de Phormidium sp. en fase exponencial y fase estacionaria con dos aportes de nitrégeno (amonio e
y nitrato o). Analisis de varianza (ANOVA) de una via por efecto del aporte de nitrégeno y por fase de
crecimiento. Las letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
Las letras minusculas indican diferencias significativas por la fase de crecimiento (a>b).
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Composicién proximal

El porcentaje de proteinas evaluado en los cultivos de Phormidium sp. presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.000). No hubo diferencias
significativas en el contenido de proteinas por efecto del aporte de nitréogeno en la fase
exponencial (p=0.801), pero en la fase estacionaria si se encontraron diferencias

significativas (p=0.049).

El porcentaje de carbohidratos evaluado en los cultivos de Phormidium sp. no
presentd diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.200). Sin embargo, si
se evaluaron diferencias significativas en el contenido de carbohidratos por efecto del
aporte de nitrégeno en la fase exponencial (p=0.002) y también en la fase estacionaria

(p=0.001).

El porcentaje de lipidos evaluado en los cultivos de Phormidium sp. no presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.134). No hubo diferencias
significativas en el contenido de lipidos por efecto del aporte de nitrogeno en la fase

exponencial (p=0.541), ni en la fase estacionaria (p=0.694) (Figura 6).
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Figura 6. Valores promedio y desviacién estdndar de valores de proteinas, carbohidratos, y lipidos (%) de
Phormidium sp. en fase exponencial y fase estacionaria con dos aportes de nitrégeno (amonio e y nitrato o).
Andlisis de varianza (ANOVA) de una via por efecto del aporte de nitrégeno y por fase de crecimiento. Las
letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B). Las letras
minusculas indican diferencias significativas por la fase de crecimiento (a>b).
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Pigmentos fotosintéticos

Se encontraron diferencias significativas en la concentracién de clorofila a (Chl a)
entre las fases de crecimiento (p=0.003). No se obtuvieron diferencias significativas en el
contenido de Chl a por el efecto del aporte de nitrégeno en la fase exponencial del cultivo
(p=0.535). Sin embargo, en la fase estacionaria de crecimiento de Phormidium sp. se
tuvieron diferencias significativas en el contenido de Chl a por efecto del aportes de

nitrégeno (p=0.030) (Figura 7).

Se encontraron diferencias significativas en la concentracidn de carotenos entre las
fases de crecimiento en los cultivos de Phormidium sp. (p=0.001). Sin embargo, no se
obtuvieron diferencias significativas en el contenido de carotenos por el efecto del aporte
de nitrégeno en la fase exponencial (p=0.542) y tampoco en la fase estacionaria de

crecimiento (p=0.890) (Figura 7).
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Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar de valores de clorfila a y carotenos (ug ml™) de Phormidium
sp. en fase exponencial y fase estacionaria con dos aportes de nitrégeno (amonio ¢ y nitrato 0). Analisis de
varianza (ANOVA) de una via por efecto del aporte de nitrégeno y por fase de crecimiento. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B). Las letras minusculas
indican diferencias significativas por la fase de crecimiento (a>b).
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Synechococcus elongatus

Densidad celular

La curva de crecimiento de Synechococcus elongatus presentd la fase exponencial
del dia 2 al 4. A partir del dia 4 se considerd el inicio de la fase estacionaria (Figura 8). No se
encontraron diferencias significativas en el crecimiento de S. elongatus por efecto del

aporte de nitrégeno (p=0.578).
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Figura 8. Valores promedio y desviacion estdndar de la densidad celular (células mL? x 10°) de cultivos de
Synechococcus elongatus mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio e y nitrato
0). Andlisis de varianza (ANOVA) de una via.

Densidad dptica y pH

Se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de S. elongatus por el
efecto del aporte de nitrégeno con las mediciones realizadas a 550 nm (p=0.017) y a 680

nm (p=0.013) (Figura 9) (Figura 10).
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Los valores de pH de los cultivos de S. elongatus oscilaron entre 8.1-10.2 durante los
dias de experimentacion. Los valores de pH promedio de los cultivos de S. elongatus fueron

con amonio de 9.03 y con nitrato de 9.51.
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Figura 9. Valores promedio y desviacidn estandar de la densidad éptica a 550 nm de cultivos de Synechococcus
elongatus. mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio ¢ y nitrato o). Andlisis de

varianza (ANOVA) no paramétrico (Kruskal-Wallis) de una via. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
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Figura 10. Valores promedio y desviacion estdndar de la densidad dptica a 680 nm de cultivos de
Synechococcus elongatus. mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio ¢ y nitrato
0). Andlisis de varianza (ANOVA) no paramétrico (Kruskal-Wallis) de una via. Las letras mayusculas indican
diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).

Tasa de crecimiento y tiempo de generacion

Se encontraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento () (divisiones por
dia?) (p=0.001) y en el tiempo de generacidén (p=0.019) por el efecto del aporte de nitrégeno

en los cultivos de S. elongatus (Figura 11).
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Figura 11. Valores promedio y desviacion estandar de la tasas de crecimiento y el tiempo de generacién de
cultivos de Synechococcus elongatus mantenidos en sistemas por lotes con dos aportes de nitrégeno (amonio
e y nitrato o). Andlisis de varianza (ANOVA) de una via. Se encontraron diferencias significativas entre los
aportes de nitrégeno. Las letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de
nitréogeno (A>B).
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Peso seco total, peso seco organico y peso de cenizas

El peso seco total (PST) evaluado en los cultivos de S. elongatus presenté diferencias
significativas entre las fases de crecimiento (p=0.003) y también por efecto del aporte de

nitrégeno en la fase exponencial (p=0.000) y en la fase estacionaria (p=0.049).

El peso seco organico (PSO) evaluado en los cultivos de S. elongatus presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.000) y también por efecto del

aporte de nitrégeno en la fase exponencial (p=0.001) y en la fase estacionaria (p=0.000).

El peso de ceniza (PC) evaluado en los cultivos de S. elongatus no presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.149). Sin embargo, si presento
diferencias significativas en el contenido de las cenizas por efecto del aporte de nitrégeno

en la fase exponencial (p=0.000) y en la fase estacionaria (p=0.0495) (Figura 12).
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Figura 12. Valores promedio y desviacidn estandar del peso seco total, peso seco organico y peso de cenizas
(ug mlt) de Synechococcus elongatus en fase exponencial y fase estacionaria con dos aportes de nitrégeno
(amonio e y nitrato o). Andlisis de varianza (ANOVA) de una via por efecto del aporte de nitrégeno y por fase
de crecimiento. Las letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno
(A>B). Las letras minusculas indican diferencias significativas por la fase de crecimiento (a>b).
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Composicién proximal

El porcentaje de proteinas evaluado en los cultivos de S. elongatus presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.000). No se tuvieron diferencias
significativas en el contenido de proteinas por efecto del aporte de nitréogeno en la fase

exponencial (p=0.491), y tampoco en la fase estacionaria si (p=0.517).

El porcentaje de carbohidratos evaluado en los cultivos de S. elongatus no presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.877). Se tuvieron diferencias
significativas en el contenido de carbohidratos por el efecto del aporte de nitréogeno en la

fase exponencial (p=0.049) y también en la fase estacionaria (p=0.006).

El porcentaje de lipidos evaluado en los cultivos de S. elongatus no presentd
diferencias significativas entre las fases de crecimiento (p=0.109). No se tuvieron diferencias
significativas en el contenido de lipidos por efecto del aporte de nitrogeno en la fase

exponencial (p=0.827) y tampoco en la fase estacionaria (p=0.890) (Figura 13).
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Figura 13. Valores promedio y desviacién estdndar de valores de proteinas, carbohidratos, y lipidos (%) de
Synechococcus elongatus en fase exponencial y fase estacionaria con dos aportes de nitréogeno (amonio ¢ y
nitrato o). Analisis de varianza (ANOVA) de una via por efecto del aporte de nitrégeno y por fase de
crecimiento. Las letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
Las letras minusculas indican diferencias significativas por la fase de crecimiento (a>b).
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Pigmentos fotosintéticos

Se encontraron diferencias significativas en la concentracién de clorofila a (Chl a)
entre las fases de crecimiento (p=0.003) de los cultivos de S. elongatus. Se tuvieron
diferencias significativas en el contenido de Chl a por efecto del aporte de nitrégeno en la

fase exponencial del cultivo (p=0.014) y también en la fase estacionaria (p=0.002).

Se encontraron diferencias significativas en la concentracidn de carotenos entre las
fases de crecimiento en los cultivos de S. elongatus (p=0.003). No se tuvieron diferencias
significativas del contenido de carotenos por efecto del aporte de nitrégeno en la fase
exponencial (p=0.345), sin embargo, si se encontraron diferencias significativas en la fase

estacionaria de crecimiento (p=0.003) (Figura 14).
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Figura 14. Valores promedio y desviacion estandar de valores de clorfila a y carotenos (ug ml?t) de
Synechococcus elongatus en fase exponencial y fase estacionaria con dos aportes de nitrégeno (amonio ¢ y
nitrato o). Analisis de varianza (ANOVA) de una via por efecto del aporte de nitrégeno y por fase de
crecimiento. Las letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
Las letras minusculas indican diferencias significativas por la fase de crecimiento (a>b).



40

4. Discusion

Phormidium sp.

Crecimiento

No se encontraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento de los
cultivos de Phormidium sp. entre los tratamientos utilizados (amonio y nitrato). En el trabajo
de Khazi et al. (2018) hubo diferencias significativas en la tasa de crecimiento debido al
aporte quimico de nitrégeno. Se encontré que Phormidium sp. tuvo un mayor crecimiento
en amonio (u=0.284 + 0.030) que en nitrato (u= 0.250 £ 0.000). La posible razén por la que
se obtuvieron resultados opuestos en ambos trabajos es que las condiciones de cultivo
utilizadas fueron diferentes. En el trabajo realizado por Khazi et al. (2018) esta especie fue
cultivada en agua de mar (25 g L) con medio BG-11 (Rippka, 1988). Mientras que en el
cultivo de Phormidium sp. para este trabajo se utilizd agua dulce y medio “f” (Guillard,

Ryther, 1962).

La manipulacidn de diferentes especies y cambios en las condiciones de cultivo es
un factor que puede generar variacion en los resultados de los experimentos. Los resultados
obtenidos muestran que a pesar de pertenecer al mismo género de Phormidium sp. las
especies pueden variar su respuesta a las distintas variables experimentales debido a las
condiciones experimentales como lo describen Vishwanath et al. (2016), quienes al
mantener a seis especies de cianobacterias en distintas condiciones de cultivo (pH, salinidad
y temperatura) observaron variaciones. Se encontré que por efecto del pH en Phormidium

corium fue mayor el crecimiento (3.540 + 0.390 pug ml™* de clorofila a) en 8.4, mientras que
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Phormidium tenue tuvo mayor crecimiento (4.080 + 0.450 ug ml* de clorofila a) en 7.5. Por
efecto de la salinidad P. tenue tuvo mayor crecimiento a 16 ppt (5.610 + 0.410 pg ml?) de
clorofila a), mientras que P. corium fue a 25 ppt (4.320 + 0.660 ug ml* de clorofila a). Por
efecto de la temperatura, P. corium tuvo mayor crecimiento a 30°C (2.910 + 0.140 pg ml*
de clorofila a), mientras que P. tenue tuvo mayor crecimiento a 20°C (6.360 + 0.450 pg ml*

de clorofila a).

La densidad celular por conteo directo de los filamentos de Phormidium sp. no
mostré diferencias significativas por efecto de los tratamientos experimentales. El conteo
directo de cianobacterias filamentosas probablemente no sea la mejor técnica para evaluar
el crecimiento de la densidad celular del cultivo. Esto se debe a que, dependiendo de la fase
de crecimiento va a variar la longitud de los filamentos. En la camara de conteo del
hematocitdmetro, se pudo observar que al inicio del cultivo los filamentos fueron mas
cortos y con el paso del tiempo se incrementd su longitud. Lo anterior, podria resultar en
una estimacion poca precisa de la cantidad de biomasa en un cultivo de microalgas

filamentosas.

Para realizar el conteo directo de los filamentos, se realizé agitacién mecanica en
cada una de las alicuotas de las muestras de los filamentos de Phormidium sp. Se ha
encontrado que los filamentosas de las cianobacterias pueden fragmentarse al realizar
agitacién mecanica o bien por el burbujeo de aire en los cultivos (Clemente et al., 2020). Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que, a pesar de lo antes mencionado para
el conteo de los filamentos, los cambios en la longitud de acuerdo con la edad del cultivo y

la ruptura de los filamentos debido a la agitacidn, se encontrd que las curvas de crecimiento
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evaluadas para Phormidium sp. mostraron una tendencia al incremento en el nimero de
filamentos respecto al tiempo al evaluar por medio de conteos directos y densidad dptica

evaluada.

Peso seco total, peso seco organico y peso seco inorgdnico

En los cultivos de Phormidium sp. el aporte quimico de amonio en el medio
promovio un incremento en el peso seco total (PST) en ambas fases de crecimiento. En el
trabajo de Jiménez-Valera (2016) se encontré que el PST en la fase estacionaria con nitrato
como aporte de nitrogeno en el medio obtuvo un valor 14 veces menor que el de este
trabajo. Esta diferencia entre los valores pudo ser debido a que en este trabajo se utilizé

una mayor densidad de inéculo.

El peso seco orgdnico (PSO) de Phormidium sp. con el tratamiento de nitratos
evaluado en este trabajo, fue 18 veces mayor que el valor expresado en la investigacién de
Jiménez-Valera (2016). El peso seco inorganico (PSl) o peso de cenizas obtenido en este
trabajo representa 10 veces mas que el valor obtenido en el trabajo de Jiménez-Valera
(2016). Esta diferencia de resultados se asume a que se debe a la desigualdad del indculo

inicial.

En el trabajo de Jiménez-Valera (2016) se iniciaron los cultivos de Phormidium sp.
con un indculo de 1X10% células ml?, mientras que en este trabajo se usé un indculo de
8.5X10* células ml. Esta diferencia en la concentracién de células usadas como inéculo

pudo originar las diferencias antes descritas para los componentes del andlisis gravimétrico.
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Se sabe que el tamafo del inéculo es un factor importante que modifica el
crecimiento de los cultivos de microalgas y repercute en su metabolismo. En el trabajo de
Lu et al. (2013) usaron cultivos de Chlorella sorokiniana para promover mayor sintesis de
fosfolipidos para la mayor produccidon de biocombustibles. Compararon 4 densidades de
indculos: 1X10%, 1X10°, 1X10°, y 1X107 células mlt. Encontraron que hubo diferencias
significativas entre las concentraciones de indculos en C. sorokiana en el rendimiento y
crecimiento de las células. Concluyeron que la mejor condicién de cultivo para su objetivo
fue usar una densidad de indculo de 1X10° y la cual incrementd la concentracién de
fosfolipidos. Los resultados encontrados para C. sorokiana muestran el efecto de la cantidad
del indculo y los cambios en el metabolismo de sintesis. Por lo anterior, en los cultivos de
Phormidium sp. realizados en este estudio se evalué un mayor contenido del PST, PSO y PSI,

respecto a lo obtenido por Jiménez-Valera (2016).

En el trabajo de Jiménez-Valera (2016) realizado con cultivos de Phormidium sp.
usaron el medio “f” con aporte quimico de nitratos y no con el uso de amonio. Al comparar
los resultados del PST obtenido en este trabajo para los cultivos de Phormidium sp. con
amonio como aporte quimico de nitrégeno, fueron 20 veces mayor, el PSO fue 22 veces
mayor y el PSI fue 17 veces mayor respecto a lo obtenido por Jiménez-Valera (2016). El
incremento en los valores del andlisis gravimétrico del peso seco obtenido en este trabajo,
podrian estar relacionados por el mayor contenido de proteinas y de clorofila a (Ch/ a) que
tuvo Phormidium sp. en los cultivos en donde se utilizé6 amonio como aporte quimico de

nitrégeno en el medio de cultivo.
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Pigmentos y composicion proximal

En este trabajo Phormidium sp. presentd un aumento en el contenido de los
pigmentos fotosintéticos y de los valores de proteinas. El uso de amonio como aporte
quimico de nitrégeno en el medio y durante la fase estacionaria, promovié un incremento
en el contenido de proteinas (31.909% + 0.582) y de clorofila a (Chl a) (21.544 + 5.421 ug
m-3). a comparacion del desempefio en nitrato (24.674% + 3.862). Un resultado similar fue
obtenido para el contenido de Chl a y que fue significativamente mayor en amonio (21.544
+ 5.421 pug m3) que los valores medidos en nitratos (10.746 + 1.801 ug m3) en la fase de
crecimiento estacionaria. Se ha descrito que el aumento del contenido de proteinas esta
relacionado con la concentracion de la Chl a por los complejos de biliproteinas y de HLIP
(High Light Intensity Protein por sus siglas en inglés) que se encuentran en los fotosistemas

de la membrana tilacoidal (Bag, 2021).

El complejo antena que poseen los organismos fotosintéticos es responsable de
capturar la energia luminica y transferirla hacia el centro de reacciéon del nucleo del
fotosistema. Las cianobacterias en lugar de tener LHC (Light Harvesting Complex por sus
siglas en inglés) como se presentan en eucariotas, este grupo de organismos procariontes
posee un complejo de proteinas inducible por luz intensa o HLIP que son consideradas
ancestros del complejo LHC (Bag, 2021). En el trabajo de Khazi et al. (2018) encuentran un
incremento en la concentracidon de proteina (%) en las células de Phormidium sp. y del

contenido de clorofila al mantener cultivos con amonio como aporte quimico de nitrégeno.
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Esta tendencia antes descrita para Phormidium sp. en este trabajo resultd
diferente a la que se menciona en el trabajo de Tapia et al. (1996), quienes expusieron
cultivos de Phormidium laminosum en inanicion de nitrégeno y posteriormente cuando se
reabastecio el aporte de nitrégeno se suministré con dos formas quimicas: amonio y nitrato.
Cuando se suministré amonio a los cultivos, la relacién de proteina/clorofila aumenté de
forma constante ya que la sintesis de proteinas se favorecid sobre la sintesis de la clorofila.
Las posibles diferencias encontradas para Phormidium sp. en este trabajo respecto a lo
evaluado por Tapia et al. (1996), posiblemente sean debidas a que, en el trabajo realizado
por estos autores, se mantuvo a las células sin aporte de nitrégeno y al suministrarlo las
células estuvieron avidas de este nutriente y por lo que se incrementé el contenido de

proteina/clorofila.

Para los cultivos de Phormidium sp. en este trabajo se obtuvieron diferencias en
el contenido de carbohidratos por efecto del aporte quimico de nitrégeno en el medio y por
efecto de la fase de crecimiento, teniendo los mayores valores en el tratamiento con
nitratos (19.789% + 1.378) y que fue 46% superior respecto a lo obtenido con el tratamiento
con amonio (9.199% + 0.716). Los valores de carbohidratos evaluados en este trabajo
resultaron similares a lo descrito por Jiménez-Valera (2016), quién reportd porcentaje
promedio de 21.000% + 3.100 con el tratamiento con nitratos. Se encontré poca
informacidn disponible sobre la composicidn proximal de Phormidium sp. al mantenerse en
cultivo con diferentes aportes quimicos de nitrégeno. Sin embargo, se ha demostrado que
en especies del mismo género Oscillatoriales, como Arthrospira platensis, tienen mayor

contenido de carbohidratos cuando se utiliza nitratos como aporte quimico de nitrégeno



46

en el medio de cultivo (Braga, 2018). Hay varias posibles explicaciones de esta diferencia
en el contenido de carbohidratos para Phormidium sp. Una de estas explicaciones, es que
el incremento en el contenido de carbohidratos con respecto a la sintesis de proteinas con
nitratos sea debido a que las células de Phormidium sp. gastan mayor cantidad de energia
para absorber nitratos. Por lo anterior, no invierten energia en reacciones oxidativas que se
necesitan para proseguir con la produccidon de proteinas. Pudiese ser que las células de
Phormidium sp. al usar nitratos, en lugar de invertir su energia metabdlica restante lo
invierta en producir una biomolécula mas “econédmica” como lo son los carbohidratos. Se
gastan 8 electrones menos para absorber amonio respecto al uso de nitratos (Thompson et
al., 1989), lo que permite un ensamblaje mas econdmico de aminodcidos y asi empezar la

produccidn de proteinas.

Se ha descrito que un mayor valor de la relacién de carbono/proteina (C/P) se
debe a un cambio en el metabolismo durante el crecimiento del cultivo (sintesis de
proteinas) o el almacenamiento de energia (sintesis de carbohidratos) (Sanz et al., 1995).
Este cambio en la relaciéon C/P se pudo ver reflejada en la mayor produccién de biomasa
(PSO) obtenida en este trabajo para Phormidium sp. y con amonio como aporte quimico de
nitrégeno. Con el aporte quimico de amonio en el medio de cultivo para Phormidium sp. se
encontrd un mayor valor de PSO (121.333 + 3.346 ug ml?) y también mayor sintesis de
proteinas (31.909% + 0.582), con menor porcentaje de carbohidratos (9.199% + 0.716).
Cuando el aporte de nitrégeno al medio fue en forma de nitrato, hubo un menor
crecimiento del cultivo, esto representé un menor contenido de proteinas (24.674% +

3.862) y un mayor contenido de carbohidratos (19.789% + 1.378). Algunos autores
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mencionan que estos cambios en la sintesis son el resultado de un balance entre la
produccién de biomoléculas (Fry y Packer, 1990) y describen que la productividad de un
componente de la biomasa (en este caso carbohidratos) se incrementa a expensas de la

produccién de otro componente de la biomasa (proteinas).

En este trabajo el contenido de lipidos evaluado para Phormidium sp. al tenerse
en cultivo con dos aportes quimicos de nitrégeno y en dos fases de crecimiento, mostrd
altos valores de desviacion de los datos. Los altos valores de desviaciones de los datos de
lipidos para Phormidium sp. fueron debidas a que se utilizé cloroformo:metanol para la
separacion de los lipidos y con esta técnica se forma una bifase. Sin embargo, durante el
procedimiento de andlisis, no en todas las muestras estuvo bien separada la bifase y esto
influyd en tener mayor desviacion de los datos obtenidos y posiblemente en una
subestimacion. No obstante, lo anterior los valores de lipidos evaluado para Phormidium
sp. al suministrar nitratos y amonio como aporte quimico de nitrégeno en el medio y en dos
fases de crecimiento, se encontré que los valores evaluados para todos los casos
corresponden a contenidos de lipidos mayores que los reportados por Jiménez-Valera
(2016) para ambas fases de crecimiento y al usar nitratos como aporte quimico de

nitrégeno.
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Synechococcus elongatus

Crecimiento

La tasa de crecimiento de Synechococcus elongatus en este trabajo fue mayor al
suministrar nitratos como aporte quimico de nitrégeno en el medio (u= 1.256 + 0.051)
respecto a lo obtenido con amonio (u=0.870 + 0.131). La “hipdtesis del costo metabdlico”
indica que las células deberian inclinarse por absorber amonio por su bajo costo energético.
La preferencia en la absorcidn de amonio se asume que representa una adaptacién. Una
célula microalgal requiere 36 electrones por molécula de nitrégeno para poder fijarla. De
esos 36 electrones, 8 electrones (o el 22%) se utilizan para reducir nitrato a amonio. En
condiciones de bajo aporte energético, deberia ser posible detectar alguna indicacién de
esta limitacion en células que crecen en nitrato respecto al uso de amonio como aporte

guimico de nitrégeno (Thompson et al., 1989).

Los resultados obtenidos en este trabajo con S. elongatus posiblemente sean
debidos a que las células debieron haber desarrollado estrategias para incorporar el nitrato
a sumetabolismo de mejor manera que el amonio. Entre las posibles estrategias propuestas
por Thompson et al. (1989) y Levasseur et al. (1993) se consideran las siguientes: 1) En la
primera estrategia, en la cual las células que crecieron con nitratos podrian reducir el costo
metabdlico de la construccidn de biomasa celular nueva a partir de la disminucién de la
cuota celular de nitréogeno. 2) En la segunda estrategia, podria ser que las células
preferentes de nitratos incrementen la produccién de energia dirigida a la reduccién

quimica y se realiza por medio del aumento del contenido de pigmentos fotosintéticos para
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la mejor captacién de energia luminica. Para los resultados de crecimiento obtenidos en
este trabajo con S. elongatus, se considera que pudo ocurrir la segunda estrategia y que
hubo un aumento en la produccién de clorofila cuando se suministré el aporte quimico de
nitrégeno en forma de nitrato. Sin embargo, no se puede atribuir el aumento del contenido
de Chl a Unicamente a esta razén en especifica, ya que también el contenido de este
pigmento pudo haber cambiado segun la fase de crecimiento, también por efecto del
aumento de la densidad celular en la fase de crecimiento estacionaria y el efecto de
autosombreado por esta mayor densidad celular. 3) En la tercera estrategia y en donde las
células crecieron mejor con nitratos, es que podrian hacer mas eficiente el uso de

reductores en comparacion con las células que crecen en amonio.

Antia et al. (1975) proponen que puede haber estudios con sesgo en los que se
hayan seleccionado cepas que crecen mejor en nitrato que en otras formas de nitrégeno,

ya sea por su adaptacién o bien por sus caracteristicas fisioldgicas.

Otra posible explicacion por la cual no se cumple la “hipdtesis del costo
metabdlico" es que el costo adicional de energia que usa la célula sea relativamente bajo
con respecto al presupuesto energético destinado a las rutas metabdlicas de sintesis. Es
posible que cuando se observan diferencias en las tasas de crecimiento con varios aportes
quimicos de nitrégeno, se deba mas a su capacidad limitada en asimilar otra forma de

nitrégeno, mds que por su costo metabdlico (Levasseur et al., 1993; Wood y Flynn, 1995).

En el trabajo de Moore et al. (2002) encontraron que los cultivos de dos cepas marinas de

Synechococcus sp. “MIT $9220” y “WH 8103” y que fueron mantenidos con amonio como
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aporte quimico de nitrégeno, tuvieron una mayor densidad celular respecto a lo obtenido
al suministrar nitratos. Encontraron tasas de crecimiento mayores con el tratamiento de
amonio (con la cepa “MIT S9220” u=0.890 + 0.000, con la cepa “WH 8103” u=0.850+ 0.020)
en contraste con los cultivos mantenidos con nitrato como fuente de nitrégeno (con la cepa
“MIT S9220” no hubo crecimiento, y con la cepa “WH 8103” p= 0.550 + 0.030). Es
importante destacar, que durante los experimentos se reguld el pH de los cultivos para
permitir la mejor absorcién de amonio del medio. El pH se considera que es uno de los
factores abidticos mas importantes para el crecimiento y el desarrollo de las cianobacterias

(Karakas et al., 2023).

Segun Drath et al. (2008) han encontrado que el amonio es mejor absorbido en un
pH menos alcalino (no mayor a 8.2). El pH promedio que mostré S. elongatus en los cultivos
realizados en este trabajo fue de 9.03 con amonio y con nitrato de 9.51. Es importante
destacar que en los cultivos realizados con S. elongatus y en los cuales se suministré amonio
y nitratos como aporte quimico de nitréogeno, no se realizé ajuste de los valores de pH del

medio, lo cual posiblemente afectd la absorcion del amonio en los cultivos experimentales.

En el trabajo de Laurenco et al. (2002) utilizaron varias especies de microalgas
donde se suministraron diferentes aportes quimicos de nitrégeno, entre ellos nitrato,
amonio y urea. Los cultivos sin aireacion aumentaron drasticamente los valores de pH del
medio y sin importar la forma quimica del aporte de nitrégeno. Los autores atribuyen el
incremento de pH a la falta de aireacidn, lo que limitd la entrada de carbono inorganico de
la atmdsfera y no se pudo acidificar el medio. En los cultivos realizados en este trabajo con

S. elongatus, no se implementd un sistema de aireacién, por lo que esta puede ser una
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explicacion para el aumento del pH del medio. Los altos valores del pH del medio en los
cultivos de S. elongatus en este trabajo, posiblemente influyeron en la incorporacion del

amonio por las células mantenidas en los cultivos.

En el trabajo de Lopez-Ortega (2023) muestra que S. elongatus tiene mayores
valores de pH en agua dulce respecto a lo evaluado con agua de mar. La especie de S.
elongatus es de agua dulce de acuerdo con las bases de datos actualizadas (Guiry, 2020). La
salinidad es un factor importante para el desarrollo dptimo de los cultivos de microalgas y
cianobacterias. Sin embargo, las cianobacterias se han reportado como organismos
halotolerantes o formas halofilicas. Pues muchas especies de agua dulce soportan
salinidades mas altas que las del agua de mar (Carr y Wyman, 1986). Se ha encontrado que
varias especies marinas pueden sobrevivir en salinidades mds bajas. Ademas, para un
crecimiento adecuado de estos organismos, seria importante cubrir todas sus necesidades
nutrimentales (Rippka et al., 1979). Es importante destacar que S. elongatus fue aislado de
un canal de toma de agua de mar que abastecia cultivos de camardn en San Blas, Nayarit y
esta especie puede crecer tanto en agua de mar como en agua dulce (Aguilar-May et al.

2007; Aguilar-May y Sanchez-Saavedra, 2009; Castro-Cesefia y Sdnchez-Saavedra, 2016).

Diversos autores han indicado que se espera un crecimiento optimo de
cianobacterias en un medio que tenga valores de pH entre 7.4 a 8.0. Sin embargo, las
cianobacterias son organismos con amplia tolerancia a diversas condiciones ambientales y
la viabilidad de las células al ser mantenidas en pH de 6.4, muestra la versatilidad y

adaptacion de estos organismos a diferentes condiciones (Bano y Siddiqui, 2004).
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Para optimizar el crecimiento de cultivos de microalgas se ha comprobado en
varios trabajos, que es mejor estrategia disminuir la intensidad luminica (antes de llegar a
la sobresaturacién) y en lugar de suministrar diferentes aportes quimicos de nitrégeno en
el medio de cultivo. También se menciona que se pueden combinar ambos factores (luz y

nutrientes) para obtener un mejor resultado en el crecimiento (Thompson et al., 1989).

Peso seco

El peso seco total de S. elongatus fue mayor con el aporte quimico de nitratos en
el medio de cultivo (309.500 + 9.838 ug ml?), respecto a lo obtenido con amonio (187.083
+3.417 ug ml?). La tendencia antes descrita, es opuesta a lo ocurrido en el trabajo de Ruan
y Giordano (2017) al mantener cultivos de Synechococcus sp. con dos aportes quimicos de
nitrégeno: amonio y nitrato, ademas en dos condiciones de estrés: deficiencia de nitrégeno
(concentracion deficiente= 22 uM de nitrégeno, concentracion control= 550 uM de
nitrogeno) y deficiencia de energia de la luz (irradiancia deficiente= 100 pmol fotones m2s
! irradiancia control= 200 pmol fotones m2s!). Se encontrd que en deficiencia de nitrégeno
no hubo diferencias significativas en el peso debido a los aportes de nitrégeno (nitrato=
1.240 + 0.130 pg célula, amonio= 1.020 + 0.20 pg célulal). Cuando hubo deficiencia de
energia de la luz, encontraton diferencias significativas en el peso debido a los aportes
guimicos de nitrégeno. El aporte de nitrégeno con el que se tuvo un mayor peso seco total
fue con el amonio (2.950 + 0.21 pg célula?). Es importante destacar que en este estudio no

se especifica la especie de Synechococcus utilizada.
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Los resultados obtenidos con S. elongatus en este trabajo muestran que el mayor
peso fue obtenido con nitratos como aporte quimico de nitrégeno y en la fase estacionaria.
Estos resultados son distintos a lo obtenido por Ruan y Giordano (2017) al mantener cultivos
de Synechococcus sp. y posiblemente sean debidas a que en este estudio no se colocd
deficiencia de nitrégeno antes de usar las dos formas quimicas del nitrégeno (nitratos y
amonio). Ademads, es importante resaltar que las especies tendrdn un desempefio
especifico bajo ciertas condiciones a pesar de pertenecer al mismo género (Vishwanath et

al., 2016).

Composicidn proximal y pigmentos

No hubo diferencias significativas en el contenido de proteina debido al aporte
quimico del nitrégeno en el medio para los cultivos de S. elongatus, Unicamente se
encontraron diferencias debidas a la fase de crecimiento. Se encontré una tendencia similar
en el contenido de proteinas para Synechococcus subsalsus con un valor de 53.700% + 2.900
de proteina en el cultivo mantenido con nitrato y con amonio obtuvo un valor de 50.600%
+2.700 (Laurenco et al., 2002). Estos resultados representan la versatilidad y capacidad de
adaptacidon que tienen las cianobacterias ante distintas condiciones de cultivo (Bano y

Siddiqui, 2004).

En este trabajo se encontrd para S. elongatus que hubo diferencias significativas
en el contenido de carbohidratos debido al aporte quimico del nitrégeno, sin embargo, no
hubo diferencias por fases de crecimiento. En la fase estacionaria se encontré un mayor

contenido de carbohidratos al usar nitrato (11.362% + 1.256) respecto a lo obtenido con
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amonio (6.375% + 1.069). Una tendencia similar, se encontré para S. elongatus con mayores
valores de Chl @ (195.169 + 20.776 pg m3) y carotenos (2.934 + 0.540 pg m3) con el aporte
quimico de nitrato en el medio, respecto a los valores de Chl g (91.329 + 11.848 ug m3) y
carotenos (1.936 + 0.626 pug m3) obtenidos al usar amonio. En el trabajo de Lourenco et al.
(2002) encontraron que para S. subsalsus tuvo valores similares en el porcentaje de
carbohidratos al mantenerlos cultivos con amonio (24.600% * 2.600) y de nitrato en el

medio de cultivo (24.800 + 2.000).

La clorofila representa el pigmento fotosintético mas abundante en plantas verdes
(Rabinowitch y Govindjee, 1965). En este trabajo se utilizé la Chl a como indicador para la
cuantificacion de la fotosintesis, ya que la Chl a esta involucrada en actividades
fotosintéticas como captacién de la luz solar y conversién de la energia absorbida en energia
guimica que posteriormente podra utilizar los procesos metabdlicos por la célula. Mientras
mayor sea el contenido de la Chl a, se espera mas actividad fotosintética que dard los
precursores para la sintesis de los azUcares que son formados a partir de carbohidratos

(Bjorn et al., 2009).

En este trabajo realizado con S. elongatus, se plantea que el mayor contenido de Chl
a esta relacionado con mayor cantidad de precursores de la fotosintesis y en consecuencia
también un aumento en el contenido de carbohidratos en los cultivos de S. elongatus al
suministrar nitratos en el medio de cultivo y durante la fase de crecimiento estacionaria.
Durante la fase de crecimiento estacionaria, las células ya no usan su energia para el
crecimiento y sintesis de proteinas, por lo cual acumulardn sustancias de reserva como

carbohidratos.
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En el trabajo de Ruan y Giordano (2017) al mantener cultivos de Synechococcus
sp. no se obtuvieron diferencias en el contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos al
mantener los cultivos con irradiancia de 200 pmol fotones m2 sy suministrar en el medio
de cultivo distintos aportes quimicos de nitrégeno (amonio y nitratos). Solo se presentaron
diferencias significativas en la composiciéon proximal de las células cuando habia una
limitacion de energia luminica (100 umol fotones m2s?) y una concentracion de 550 uM de
nitrégeno en cada tipo de aporte quimico de nitrégeno. Es importante destacar que en el
trabajo de Ruan y Giordano (2017) al mantener cultivos de Synechococcus sp. usaron un
valor de irradiancia igual al usado en el presente trabajo con S. elongatus, sin embargo,
estos autores antes indicados usaron una menor concentracion de nitrogeno en el medio
de cultivo, ya que la concentracion de nitrégeno que suministra el medio “f” de Guillard y
Ryther (1962) para el amonio y los nitratos tienen una molaridad de 17.660x10* M (1,766
UM). Lo anterior, influyd en obtener diferencias entre los resultados obtenidos por Ruany

Giordano (2017) con Synechococcus sp. y los obtenidos en este estudio con S. elongatus.

Collos y Harrison (2014) indican que la concentracion de amonio ideal para el
grupo de cianobacterias es de 3000 uM y que la concentracion de 13,000 uM se considera
toxica. Las concentraciones usadas para los aportes quimicos de nitrogeno (amonio y urea)
usadas en el medio de cultivo para S. elongatus en este trabajo se consideran que no son

toxicas.

Los valores de lipidos para S. elongatus no tuvieron diferencias significativas por
efecto de los aportes quimicos de nitrégeno y tampoco por efecto de la fase de crecimiento.

Los altos valores de desviacidn estdndar en el contenido de lipidos, son la causa de esta falta
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de diferencias debido al problema de no separar adecuadamente la bifase de los lipidos.
Sin embargo, los valores de lipidos obtenidos en este estudio son mayores a los avaluados
por Sanchez-Saavedra y Paniagua-Chavez (2017) al mantener cultivos de S. elongatus en

preservacion por refrigeracién y oscuridad a 4 °C durante 8 semanas.
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5. Conclusiones

La especie de cianobacteria Phormidium sp. presentd una mayor producciéon de
biomasa en peso seco total con el aporte quimico de amonio en el medio de cultivo durante

la fase de crecimiento estacionaria.

En los cultivos de Phormidium sp. hubo mayor contenido de proteinas y de clorofila
a con el uso de amonio en el medio de cultivo en la fase de crecimiento estacionaria. Para
Phormidium sp. el uso de amonio en el medio de cultivo favorecié la produccion de

proteinas, mientras que los nitratos incrementaron la sintesis de carbohidratos.

La tendencia general del contenido de lipidos fue de mayores valores en los cultivos
de Phormidium sp. con nitratos en el medio y en la fase de crecimiento exponencial. Sin
embargo, con amonio en la fase de crecimiento estacionaria se tuvo una tendencia de

mayores valores en el contenido de lipidos.

El contenido de carotenos en Phormidium sp. no se vio afectado por efecto de los
aportes quimicos de nitrégeno en el medio y en ninguna de las dos fases de crecimiento

evaluadas.

La cianobacteria S. elongatus presentd una mayor produccién de biomasa en peso

seco total con el aporte quimico de nitrato en la fase de crecimiento estacionaria.

La produccién de proteinas en los cultivos de S. elongatus no se vio afectada por el

aporte quimico de nitrégeno en el medio.

En los cultivos de S. elongatus la produccion de carbohidratos y clorofila a fueron
mayores con el tratamiento de nitratos en la fase estacionaria de crecimiento. Sin embargo,
con amonio la tendencia general del contenido lipidico en los cultivos de S. elongatus fue

mayor en la fase de crecimiento estacionaria.

Para S. elongatus se obtuvo mayor contenido de carotenos con el aporte quimico

de nitrato durante la fase de crecimiento estacionaria.
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6. Recomendaciones

En préximos estudios con el uso de amonio y nitratos como aporte quimico de
nitrégeno en el medio de cultivo para Phormidium sp. y S. elongatus es importante evaluar

el perfil de aminoacidos y de acidos grasos.

En futuros estudios se deberia evaluar el valor nutricional de Phormidium sp. y S.
elongatus al ser mantenidos amonio y nitratos como aporte quimico en el medio de cultivo,
para conocer el valor nutricional de estas dos especies de cianobacterias para distinto tipo

de organismos.

Es importante realizar cultivos masivos en volumenes de mas de 20 | para
Phormidium sp.y S. elongatus y evaluar la composicidn bioquimica de ambas especies y ver
si los resultados obtenidos son similares a los obtenidos en este estudio al usar 400 ml de

medio de cultivo.

Se propone evaluar la composicién bioquimica de Phormidium sp. y S. elongatus al
mantener los cultivos con distinta composicién espectral de la luz y con el uso de amonio y

nitratos como aporte quimico en el medio de cultivo.

Seria recomendable evaluar el potencial de compuestos antimicrobianos que
puedan producir Phormidium sp. y S. elongatus al ser mantenidos en cultivo con el uso de

amonio y nitratos como aporte quimico en el medio de cultivo.

Para la cuantificacion de lipidos por el método de Pande et al. (1963) y al usar la
mezcla de cloroformo:metanol, se extraiga el sobrenadante Unicamente cuando la bicapa
se encuentre completamente clarificada para asegurar que, al momento de extraer el

metanol, no se encuentren los lipidos en emulsidén y se produzca una subestimacion.

Se propone agregar urea como otro tratamiento de aporte quimico organico de
nitrégeno y adicional a los otros dos aportes quimicos (nitratos y amonio) inorganicos de

nitrégeno en los medios de cultivo de Phormidium sp.y S. elongatus.

Seria util medir la concentracién de nitratos y amonio en el medio de cultivo para

ver la utilizacién de estos nutrientes en los cultivos de Phormidium sp. y S. elongatus.
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Ademads, evaluar las rutas metabdlicas que involucra cada aporte quimico de nitrégeno en

las células de Phormidium sp. y S. elongatus.
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