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RESUMEN

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en los cultivos de microorganismos
debido al potencial uso médico y biotecnologico de los metabolitos y pigmentos que producen.
Dicha produccion depende de la cepa pero también de varios factores en su cultivo, como la
intensidad de la luz y la concentracion de nutrientes. En este trabajo se disefid una metodologia
para desarrollar una coleccion de microorganismos fotosintéticos de agua dulce con interés
para la investigacion cientifica y aplicaciones biotecnolégicas, que incluye una especie nativa.
Se aislé una cepa nativa del género Tefradesmus proveniente de una laguna de la llanura
aluvial del rio Parana y se la caracterizé morfoldgicamente a través de microscopia,
molecularmente a partir de la secuenciacién de un fragmento del gen 18S ARNr, y
fisiologicamente en cuanto a la eficiencia en la absorcién de luz mediante la cuantificacion de
las propiedades opticas de los cultivos. Se evalué también su crecimiento y producciéon de
pigmentos bajo diferentes intensidades de luz y concentraciones de nitrato utilizando un disefio
central compuesto (punto central 168 pmol/m?s y 0.25 g/L N). Los resultados obtenidos
sugieren que en cultivos con baja intensidad de luz y elevada concentracion de nitrato se
podria promover la produccion de pigmentos, entre ellos luteina, un carotenoide xantéfilo de
elevado interés farmacéutico. Esta es una primera aproximacion al estudio de una microalga
nativa y a la puesta a punto de una coleccion de microorganismos cuya produccién de
metabolitos y potencial biotecnoldgico a escala de laboratorio o industrial podra ser investigado

en futuros trabajos.

INTRODUCCION

Las microalgas ademas de encontrarse en ambientes marinos, de agua dulce e incluso

terrestres, presentan una gran diversidad a nivel bioquimico y morfofisiolégico. Son organismos
principalmente fotosintéticos que tienen un rol esencial en la produccién de oxigeno,
contribuyendo con hasta el 50% del oxigeno en la atmosfera (Prata et al., 2019). Ademas son
un eslabén fundamental en las cadenas troficas acuaticas, por lo que cualquier variacién en sus
poblaciones puede afectar la estructura y funcionamiento de los ecosistemas (Wu et al., 2019).
Consecuentemente, el interés en su estudio y comprensién ha ido en aumento, por lo que se
han desarrollado numerosos métodos para su aislamiento y cultivo. El cultivo de
microorganismos fotosintéticos ha representado un avance en ciencia basica en numerosas
areas, como lo son la evolucion, gendmica, fisiologia, diversidad y sistematica (Cadoret et al.,
2012; George, et al., 2014; Xia et al., 2014; Emami et al., 2015; Rahmatpour, 2021). De aqui la

importancia de mantener cepas vivas en colecciones que permitan el acceso a nuevos niveles
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de conocimiento, sobre todo de organismos nativos y que manifiesten adaptaciones propias a
cada tipo de ambiente. Por este motivo, el objetivo general de esta tesina fue disefiar una
metodologia para desarrollar una coleccién de microorganismos fotosintéticos de agua dulce
con interés para la investigacion cientifica y aplicaciones biotecnolégicas, que incluya especies
nativas.

Las lineas de investigacion actuales tienden al descubrimiento y desarrollo de productos
naturales a partir de microorganismos fotosintéticos aislados con potencial uso biotecnolégico y
medicinal (Andersen, 2005), por lo que es fundamental conocer las condiciones adecuadas
para su cultivo y proliferacion a mayores escalas. Como metabolitos de interés analizados en
microalgas pueden destacarse los carotenoides, entre ellos pigmentos como la luteina y
astaxantina, atractivos para la industria farmacéutica. Los carotenoides son biomoléculas
lipofilicas, cuya funcién radica en la proteccidon de los aparatos fotosintéticos. Ademas,
constituyen una defensa frente al estrés oxidativo, que puede deberse al estrés ambiental o
también a variaciones de luz significantes que afecten el aparato fotosintético (Christaki et al.,
2013). Los carotenoides se pueden clasificar, desde un punto de vista estructural, como
carotenos (hidrocarbonados) o xantofilas (oxigenados). Dentro de las xantofilas se encuentra la
luteina, un pigmento derivado de la hidroxilaciéon del a-caroteno, con un amplio espectro de
usos en relacion a los beneficios a nivel de la salud humana (Zheng et al., 2022). Entre las
principales caracteristicas, se destacan las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Hasta
el momento, la principal fuente de luteina para la extraccion comercial son los pétalos de
caléndulas (Asteraceae). Sin embargo, numerosos trabajos (Del Campo et al., 2007; Sanchez
et al., 2008; Ho et al., 2014) respaldan que la produccion de luteina a partir de microalgas
puede ser mas eficiente, sobre todo si se trata del género Scenedesmus (Zheng et al., 2022),
sinbnimo en algunos casos de Tefradesmus. La produccion de luteina empleando microalgas
presenta ventajas como ser la mayor tasa de crecimiento, la versatilidad en cuanto a su
cosecha, y los metabolitos extras que se pueden obtener (carbohidratos, lipidos, proteinas) (Ho
et al., 2014), lo que justifica avanzar en estas lineas de investigacion.

Se sabe que la acumulacion de luteina en las microalgas depende en parte de la
disponibilidad de nitrégeno. La concentracién de nitrégeno en el medio en que se desarrollan
las microalgas, bajo una determinada intensidad luminica, es un factor fundamental ya que
influye directamente en su metabolismo y consecuentemente en su crecimiento y acumulacion
de lipidos (Xin et al., 2010). Segun Zheng et al. (2022) las condiciones de estrés por nitrégeno,
ya sea por exceso o deficiencia, promueven la acumulacién de luteina, mientras que en

ausencia de dicho nutriente se desencadena la degradacion del lipido. Ademas, dichos autores
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sostienen que como los carotenoides son fundamentales en la proteccién de las microalgas
frente al dafo por estrés oxidativo en los aparatos fotosintéticos, la luz es una variable
relevante de evaluar a diferentes niveles. Una elevada incidencia de luz desencadenaria la
acumulacién de luteina en las microalgas como respuesta al estrés. Incluso los autores
muestran diferencias en la produccion de luteina en dos cepas de Scenedesmus sp. bajo
diferentes intensidades de luz. Esto fundamenta la influencia de la intensidad luminica en la
producciéon de luteina, que ademas es claramente especie-especifica, por lo que es relevante
evaluarla junto a la concentracion de nitrato del medio.

Siguiendo con la significativa influencia de la luz, un método para hacer mas eficiente el
uso de la misma en unidades de cultivo como fotobiorreactores (FBR), es el analisis de las
propiedades 6pticas (PO) de los cultivos. Las PO pueden utilizarse como un parametro para
calcular de una manera relativamente sencilla, la cantidad de luz que es absorbida por una
suspensién de microalgas. Los valores obtenidos de las mediciones de dichas propiedades,
permiten entonces tomar decisiones para optimizar la cantidad y calidad de luz que se hace
incidir en los cultivos (Lee et al., 2013). Esto no es una cuestion menor ya que posibilitaria una
optimizacion en el escalado de los cultivos, desde etapas tempranas en Erlenmeyers o FBR
pequefos hasta niveles industriales, con las potencialidades comerciales que ello implica. Las
PO pueden variar debido al tamafio y forma de las células que interactuan con la luz, los
indices de refraccion de las estructuras celulares internas y externas, y el contenido general, la
distribucién, y la concentracion local de moléculas que absorben la luz dentro de las células, lo
que justifica realizar y comparar las determinaciones en las distintas etapas de los cultivos. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que los FBR son sistemas de cultivo discontinuo en los
cuales las condiciones internas varian debido a consumo de nutrientes, cambios en la biomasa,
en el pH entre otros, que son detectados también por las PO. Por lo tanto, si bien el estudio de
PO en los FBR no permite determinar valores maximos y minimos absolutos reales de
absorcion, si es posible detectar niveles de absorcion “maxima’ o “mas efectiva” y asi
determinar los momentos de mayor o menor absorcion en vista de una optimizacion de la
energia radiante; es por esto que el analisis de las PO suele ser uno de los principales estudios
al momento de hallar 6ptimos de luz para un cultivo en FBR. Por ejemplo, recientemente
Ibafiez y colaboradores (lbanez et al., 2022) emplearon esta metodologia en el estudio de
Haematococcus pluvialis, una eucariota volvocal con un complejo ciclo de vida dentro del cual,
bajo determinadas condiciones de estrés, ocurre una etapa de aplanospora: una estructura de
resistencia con elevada produccién de astaxantina (Shah et.al., 2016). En este trabajo, los

autores detectaron la variacion en las proporciones celulares a través de las PO registradas
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como coeficientes especificos de absorcion, lo que sienta las bases para que un operario
ejecute decisiones respecto a las condiciones de iluminacion del cultivo para evitar o promover
la formacién de aplanosporas por estrés luminico. Este constituye sélo un ejemplo sobre la
posible aplicacién de las PO orientada a la produccién de un metabolito particular.

La variedad de metabolitos que se pueden evaluar esta relacionada a la diversidad de
organismos disponibles. Dentro del complejo sistema que forma el rio Parana se han reportado
cerca de 800 taxones diferentes de fitoplancton, destacandose que la gran mayoria de la
riqueza corresponde a las clorofitas y diatomeas (Devercelli et al., 2014). Dentro de las
clorofitas, numerosas cepas de Scenedesmus sp. han sido aisladas y estudiadas tanto en
relacidbn a la ciencia basica como para su aplicacién biotecnolégica (Sanchez et al., 2007;
Mandal & Mallick, 2009; llavarsi et al., 2011). Este género se caracteriza por ser abundante en
sistemas de agua dulce, y presentarse tanto de manera solitaria como formando cenobios de 4,
8, 16 e incluso 32 células (Johnson et al., 2007). Son organismos que presentan plasticidad
fenotipica, es decir que su morfologia puede verse alterada de acuerdo a las condiciones
ambientales (Lurling M., 2003), por lo que la identificacion mediante caracteristicas
morfoldgicas es dificultosa, sobre todo cuando se trata de organismos extraidos directamente
de muestras ambientales. Por otro lado, este género sufrié cambios recientes en su taxonomia
y numerosas especies fueron transferidas a distintos géneros como Desmodesmus vy
Tetradesmus en base a estudios morfolégicos y genéticos (Bicudo & Menezes, 2006; Wynne &
Hallan, 2015). En consecuencia, es de gran importancia realizar una descripcion a nivel
morfolégico acompafiada por informacidon molecular, ambos aspectos relevantes vy
complementarios. Esto, a su vez, permite también avanzar en lineas de optimizacién de las
condiciones de cultivo de los organismos, y con ello el rendimiento en la produccién de

metabolitos con potencial aplicacion biotecnolégica.



OBJETIVO GENERAL

Disefiar una metodologia para desarrollar una coleccion de microorganismos fotosintéticos de

agua dulce con interés para la investigacion cientifica y aplicaciones biotecnoldgicas, que

incluya especies nativas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

OE 1. Establecer las condiciones de laboratorio adecuadas para el cultivo de distintas cepas de

microorganismos fotosintéticos.

OE 2. Desarrollar cultivos a escala intermedia en fotobiorreactores (FBR).

OE 3. Realizar la caracterizacion morfolégica y genética de una cepa de microalga nativa

aislada.

OE 4. Analizar la eficiencia en la absorciéon de la luz de cultivos de la cepa nativa aislada a

diferentes longitudes de onda, mediante la cuantificacién de sus propiedades radiativas.

OE 5. Evaluar el rendimiento de la producciéon de biomasa y pigmentos fotosintéticos con

potencial aplicacién biotecnologica de la cepa de microalga nativa aislada.



METODOLOGIA

Establecimiento de condiciones de cultivo

Para el establecimiento de las condiciones de cultivo se evalud la adaptaciéon y el
crecimiento de tres especies de microalgas: Tefradesmus sp. (Eucariota) aislada en este
trabajo, Synechococcus sp. (Picocianobacteria) aislada por la Dra. Huber, y Arthrospira maxima
(Cianobacteria filamentosa) adquirida comercialmente. La condicién inicial de las cepas se

describe a continuacion.

-Tetradesmus sp.: En el marco de un trabajo de Cientibeca, se realizo el aislamiento de una
cepa de clorofita a partir de un cultivo no monoespecifico obtenido de una muestra ambiental
de una laguna de la llanura aluvial del rio Parana (Fig. 6). Se utilizaron técnicas de diluciones
seriadas en solucion fisiolégica (0.9 gr/L NaCl) y estriado en placa con agar bacteriolégico 2%
(Andersen, 2005) (Fig. 7 (A) y (B)). Una vez detectadas colonias en las placas, fueron
recogidas con asa estéril y llevadas a tubos de ensayo con medio Bold’s Basal Medium (BBM)
(Sorokina et al., 2020) estéril para su proliferacion (Fig. 7 (C)). Estos ultimos cultivos fueron
llevados a mayor volumen en Erlenmeyers de 100 mL y mantenidos para experimentar y

analizar a mayores escalas (Fig. 7 (D)).

(A) (B)

Figura 6 - (A) Cultivo no monoespecifico, donde fueron observadas células del tipo Chlorella
sp., rotiferos, flagelados y cianobacterias. (B) Cultivo de Tetradesmus sp. aislado.



(A) (B) (©) (D)

Figura 7 - Secuencia del proceso de aislamiento de Tetradesmus sp. (A) Erlenmeyer con
cultivo de origen, tubos con solucion fisiolégica estéril y placas con agar 2%. (B) Placa con
desarrollo de colonias de microorganismos fotosintéticos. (C) Traslado de colonias a tubos de
ensayo con BBM estéril. (D) Erlenmeyers de 100 mL con Tefradesmus sp. aislado.

-Synechococcus sp.: Se escalaron cultivos existentes en INALI de 4 cepas de Synechococcus
sp. aisladas por la Dra. Huber de la laguna de Chascomus. Se inocularon 2 mL en 4.5 mL de
medio BG-11 estéril con vitaminas (1000 uL/1000 mL) y se mantuvieron con fotoperiodo

natural. Luego, la cepa CH-040 se llevé a Erlenmeyer de 250 mL para posteriores experiencias.

-Arthrospira maxima: Se partié desde un inéculo comercial. Se produjeron 5 tubos de ensayo
con 1 mL de inéculo en 4 mL BG-11. Se dejaron en camara en condiciones de luz del 70%. Los

tubos que presentaron buen crecimiento se escalaron a Erlenmeyers de 250 mL en BG-11.

Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon dos medios de cultivo: Bold's Basal
Medium BBM (Sorokina et al., 2020) y BG-11 (Stanier et. al., 1971) utilizados frecuentemente
en ceparios de microalgas (ver Anexo 1). Se ha visto que el medio BBM es mas propicio para el
desarrollo de chlorococcales y volvocales, mientras que BG-11 es mas utilizado para el cultivo
de cianobacterias (Andersen apx A). Sin embargo, algunos autores emplearon BG-11 para
cultivar cepas de Scenedesmus sp. y Tetradesmus sp. (Xin et.al., 2010, Chen et. al. 2020).
Dada esta controversia, se evalué el crecimiento de las tres cepas en ambos medios de cultivo
de forma cualitativa. Los medios a evaluar se prepararon y autoclavaron en Erlenmeyers de
250 mL, se realizaron los indculos de las cepas respectivas y se observé su desarrollo durante
7 dias.

Las condiciones de la camara de cultivo (Demetra470L - J3Desarrollos) se mantuvieron
a 25°C de temperatura y al 70% de intensidad de luz (168 umol/m?s). Este porcentaje de
intensidad fue elegido para asegurar el crecimiento sin fotohinibicién por escasez o exceso de

luz (umbral que se supera generalmente en el orden de los 200 umol/m?s). Ademas, estos
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valores de temperatura y luz se pueden considerar adecuados para el cultivo de los organismos
fotosintéticos (Andersen 2005; Ho et al. 2012; Silva et al. 2014; DiCaprio et al., 2018; Jung et
al., 2021).

Adicionalmente, se propagaron cepas de microorganismos fotosintéticos disponibles en
GiiB-FBCB para, junto a las 3 especies que se evaluaron en este objetivo, establecer una
coleccion en las instalaciones de INALI (CONICET-UNL).

Desarrollo de cultivos en fotobiorreactores (FBR)

El desarrollo de cultivos en FBR se evaludé en las dos especies de cianobacterias (A.
maxima 'y Synechococcus sp.) en BG-11, y de Tetradesmus sp. en BBM. Los medios de cultivo
para cada especie se escogieron segun lo observado en los resultados de OE1.

Los FBR que se utilizaron fueron construidos con frascos tipo Schott de 1L con la tapa
adaptada con mangueras para la salida e ingreso de aire filtrado (filtro 0.2 um) (Fig.1 (B)). El
aire fue suministrado por bombas de pecera y las mangueras de salida se colocaron en

recipientes con agua para evitar ingreso de contaminantes.

(A) (B)

Figura 1 - (A) Fotobioreactor industrial (DASGIP® series) y (B) FBR casero para el cultivo de
microorganismos fotosintéticos.

El crecimiento efectivo de las cepas en los FBR se evalué en funcion a la produccion de
biomasa y en la absorcion de luz (propiedades opticas). Para ello, se prepararon y se
autoclavaron los medios correspondientes en FBR de 1 L. Luego se inocularon las cepas
respectivas para obtener un punto inicial de 0.1 de Densidad Optica o Absorbancia a 750 nm
(Agilent Technologies Cary 8454 UV-Vis). Los FBR fueron sometidos a 168 umol/m?s de luz en

camara de cultivo (Demetra470L - J3Desarrollos), y aireacién con bombas de pecera.
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Una vez iniciado el cultivo, se tomaron muestras de 25 mL en condiciones de esterilidad
cada 24-48 hs durante 15-17 dias, previa agitacién del FBR para resuspender posibles
sedimentos de las microalgas. Ademas, se controld que el volumen se mantuviera
relativamente constante y que no sufriera pérdidas significativas por evapotranspiracion.

Para la determinacion de la biomasa, se empled un método gravimétrico, por diferencia
de pesadas (Lopez Arias et. al.,, 2016). Para ello: 1) se secaron y pesaron tubos Eppendorf
(Peso Inicial: Pl); 2) se vertid un volumen conocido de muestra en los tubos previamente
pesados. 3) Los tubos se centrifugaron a 150 RPM ("Dragon Lab" D2012 Micro Mini) durante 3
minutos para decantar los organismos, y se descarto el sobrenadante (Fig. 2). 4) Los tubos se
llevaron a estufa durante 24 hs y una vez enfriados en desecador fueron pesados hasta peso
constante (Peso Final: PF). La diferencia entre el peso de los tubos PF y los tubos Pl da como
resultado la biomasa total, que fue referida al volumen de donde fue obtenida. Para las etapas
tempranas de los cultivos, debido a que la biomasa era muy baja y en consecuencia el error
demasiado grande, se concentré la biomasa de 10 mL. Para ello se cargaron los Eppendorf
pesados con 1 0 2 mL de cultivo, se centrifugaron, se descarté el sobrenadante y se volvié a
cargar hasta llegar a los 10 mL finales. La biomasa resultante luego fue referida a esos 10 mL.

Este procedimiento se realizd por duplicado para disminuir errores metodologicos.

Figura 2 - Concentracién y centrifugacién del cultivo para la determinacion de biomasa.

La determinacién de la eficiencia en la absorcién de luz se realizé en funcién a las (PO),
obtenidas a partir del registro por triplicado de la absorbancia de los cultivos en el espectro
visible (400-750 nm) en espectrofotometro (Agilent Technologies Cary 8454 UV-Vis). La
fundamentacion de la técnica se desarrollara mas adelante. Se tomoé ventaja de esta
determinacion para obtener también la Absorbancia o Densidad Optica (DO) a 750 nm, con la
que para el caso de Tetradesmus sp. se realizé una curva de calibrado de la DO en funcién de

la biomasa.
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Ademas del calculo de biomasa y estudio de (PO), se realizé un seguimiento visual
permanente en microscopio (Boeco BM-117) para verificar la composicion monoespecifica del
cultivo y el estado de las células. Adicionalmente, en el caso de Tetradesmus sp. se registraron
las proporciones de los morfotipos celulares y el numero total de células en camara de
Neubauer. Se registraron tres morfotipos: Células Individuales (Cl), Cenobios de 2 Células (C2)
y Cenobios de 4 Células (C4).

Caracterizacion morfoldgica y genética de la cepa aislada Tetradesmus sp.

La caracterizacion morfolégica de la cepa aislada Tetradesmus sp. se realizé mediante
microscopia optica (400 aumentos) y uso de claves especificas y publicaciones recientes
(Smith, 1913; Komarek & Fott, 1983; Wynne & Hallan, 2015). Se realizaron registros
fotograficos y mediciones del ancho y longitud de células individuales y cenobios con el
programa Zen 3.6 (Lite) de los estados normales (44 células totales) y bajo estrés fisioldgico
por agotamiento de nutrientes de las células de la cepa aislada (29 células totales). Para el
analisis de datos se utilizaron los programas Excel, Past 4.03 y R-Studio. Se realizaron
comparaciones con test t de las medias de las mediciones tomadas.

Para la caracterizacion genética se concentré 1 ml de cultivo mediante centrifugacion
(10000 rpm, por tres minutos) y se extrajo el ADN mediante el método de CTAB (Fernandez
Zenoff et al., 2006) descrito en Huber (2017). Del ADN extraido se utilizé 1 uL como molde para
la amplificacion del gen 18S ARNr mediante la técnica de PCR (Desnaturalizacion Inicial: 94°C
(4 min); Desnaturalizacion: 94°C (1 min); Anidamiento: 55°C (1 min); Extension: 72°C (2 min);
Extension Final: 72°C (10 min); 30 ciclos - ver mix de PCR en Anexo 3). Para ello se emplearon
los primers universales para eucariotas: 18S F (Kranz et al., 1995) y 18S 1200 R (Huss et al.,
1999), obteniéndose fragmentos de aproximadamente 1200 pb. Para evaluar la amplificacion
exitosa, los productos se visualizaron en geles de agarosa al 1,2 % por medio de electroforesis.
Se sembraron 5 uL de muestra con 2 pL de buffer de siembra azul de bromofenol. Para la
tincién se utilizé el colorante gel red.

El producto de PCR proveniente del ADN extraido de la cepa aislada fue secuenciado
con el primer 18S F, mediante el método de Sanger utilizando un servicio externo (Macrogen,
Inc) y los resultados se compararon en la plataforma BLAST (Altschul et al., 1990) con la base
de datos de secuencias genéticas, GenBank del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica
(NCBI, por sus siglas en inglés). Posteriormente se construyd un arbol filogenético de maxima
verosimilitud para determinar la posicidbn taxonémica de la cepa aislada. Para ello se

descargaron desde GenBank secuencias del gen 18S ARNr (largo minimo 700 pb) de
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diferentes grupos de microalgas (ver Anexo 3), y se alinearon junto a la secuencia de la cepa
aislada. El alineamiento se realizé con el programa Mafft (Katoh et al. 2002) y la construccion
del arbol con el programa RAxML (Stamatakis, 2014), utilizando el modelo evolutivo
GTRGAMMA, previamente seleccionado utilizando el programa modeltest-ng v0.1.5
(https://github.com/ddarriba/modeltest), y 1000 repeticiones. La visualizacion y ediciéon del arbol
se realiz6 con los programas Geneious (version Prime 2023.1, https://www.geneious.com) y itol
tree (https://itol.embl.de).

Caracterizacidn fisiolégica de la cepa aislada Tetradesmus sp.

Para la caracterizacion fisiologica fueron empleadas las PO, ya que se pueden pensar
como valores que reunen toda la informacién fisiolégica y fisicoquimica para un momento
particular a lo largo de la progresiéon de un cultivo de microorganismos fotosintéticos. Los
valores obtenidos de las mediciones de dichas propiedades permitirian, en posteriores etapas,
tomar decisiones para optimizar la cantidad y calidad de luz que se hace incidir en los cultivos,
ya que no toda la energia luminosa que se absorbe es luego utilizada como energia quimica:

parte se disipa por fenédmenos térmicos y parte por fluorescencia.

Descripcion del equipo

En lineas generales, el equipo contiene una fuente de luz monocromatica (Laser Helmet
- 520 nm) conectada a una fibra 6ptica inmoévil de 200 um de diametro (Thunder Optics,
Francia). El haz de luz transmitido por dicha fibra éptica se hace incidir en una cubeta (6 mL)
que puede ser sometida a agitacion leve segun el interés del operador. La luz que logre
atravesar la cubeta es recogida por una segunda fibra 6ptica de 200 um de didmetro (Thunder
Optics, Francia) conectada a un brazo mecanico (motor Nema 17), que permite registrar los
datos a diferentes angulos alrededor de la cubeta con la muestra. El brazo mecanico responde
a los comandos indicados desde un sistema de Arduino, y puede moverse solo respecto a un
eje vertical. La luz recolectada por la fibra éptica movil es derivada a un espectrémetro (SMA-E
spectrometer, Thunder Optics, France) que transduce la sefial a intensidades de luz relativas y
longitudes de onda, lo que es interpretado por un programa de computadora (Spectragryph,

software libre) (Figuras 3y 4).

13



FIBRA OPTICA FIBRA OPTICA MOVIL l

ESPECTROMETRO

CUBETA SOFTWARE

Figura 3 - Esquema del equipo montado para la determinacion de las propiedades opticas de
una suspension.

Figura 4 - Fotos del equipo para la determinacién de las propiedades 6pticas de una
suspension, montado en las dependencias de FBCB (UNL).

Explicacion general del procedimiento

Para realizar el calculo de las (PO), primeramente se debe realizar una calibracion del
sistema de iluminacioén, y luego se procede en dos etapas.
1- Calibracion. Para calibrar por Unica vez (se debe recalibrar de manera perioédica), se realiza
una primera experiencia sin cubeta, en donde se lleva a cabo un barrido angular cada 1.8°
(desde 0 a 180°) de la intensidad proveniente de la fuente de iluminacién. Con esta
informacién, se puede construir una funcién de distribucién direccional y otra funcién de
distribucién espectral de la lampara, lo que caracteriza en su totalidad al sistema, ya que
permite conocer: 1) El Flujo Total de Fotones provenientes de la lampara (PPF), 2) Como se
distribuye espacialmente la energia emitida por la fuente de luz y 3) Cémo se distribuye la
composicion espectral de dicho dispositivo en las direcciones generadas en el haz de luz que
impacta sobre la muestra. Luego, con fines de validacién y por unica vez, se realiza el mismo
procedimiento en presencia de la cubeta vacia (cubeta s6lo con aire dentro) y de la cubeta

llena con agua destilada/desionizada/medio de cultivo. (Fig. 4.1.A, Anexo 4)
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2- Etapa 1. Luego de calibrar, la primera etapa consiste en obtener un espectro “blanco”, que
se realiza sin la cubeta, y permite referir la medicion de cada dia a la calibracion realizada
previamente.

3- Etapa 2. Por ultimo, un segundo set de datos se obtiene midiendo la luz absorbida por una
muestra del cultivo en una determinada cantidad de angulos (una medicién central y 14 en
cada sentido, 29 mediciones en total). Luego, un programa realiza simulaciones a partir de
esos datos para cubrir todos los angulos, con lo que se obtiene un espectro “resultante” (Ibafiez
et al., 2020) (Fig. 4.2.A, Anexo 4).

El resultado del ajuste no lineal a través del método de Monte Carlo entre el espectro
“resultante” y el espectro “blanco”, son las PO en el rango visible (400-700 nm), las cuales se
obtienen en un set de 31 valores de coeficientes espectrales de absorcién y de dispersion, y en
un set de coeficientes adimensionales correspondientes a la funcién de fase de dispersion.
Estas funciones de fase se calculan por defecto, y no tienen una utilidad directa para plantear
una estrategia de control por luz en relacion a las PO, aunque podrian emplearse en etapas
posteriores para analizar el comportamiento de esta especie a escalas industriales. Por este
motivo, en esta tesina como primera instancia sélo se evaluaron los coeficientes espectrales de

absorcién y dispersion.

Adaptacioén y simplificacién de la metodologia

En la actualidad no existe un unico procedimiento considerado como un estandar para
el calculo de las PO, por lo que la comunidad cientifica acepta la utilizacion de uno, o de una
combinacién de ellos, entendiendo que la similitud de los resultados proviene de la correcta
ejecuciéon de los procedimientos, asi como de las bases tedricas sobre las que se funda cada
método para analizar la transferencia de energia radiativa (Luzi et al., 2022). Para este trabajo
se utilizd el método de Monte Carlo (6 ray tracing), considerado de referencia en el ambito de la
Ingenieria de Bioprocesos para el calculo de las PO y simulacion del Campo de Energia
Radiante. Se propuso la realizacion del calculo de PO estandar (Heinrich et al., 2012a), que
luego permitan inferir las PO de futuros cultivos a través del empleo de un espectrofotometro de
laboratorio registrando la absorbancia en el rango visible (400-700 nm). En otras palabras, una
vez calibrada la metodologia (descrita en el parrafo anterior), las PO de los cultivos pueden ser
reconstruidas en el tiempo a través de medidas de absorbancia, mas faciles de ser obtenidas
por los usuarios.

Se analizaron los espectros de absorbancia de cultivos de Tetradesmus sp. en medio

BBM desarrollados en los FBR. Se escogieron 3 réplicas en las que coincidieron exactamente
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los dias de muestra, para evitar realizar interpolaciones en las otras 2 experiencias (que sin
embargo mostraron el mismo patron). En estas 3 réplicas fue donde también se evaluaron los
morfotipos y cantidad de células para Tetradesmus sp. Para analizar los resultados se empled
el promedio de los datos obtenidos de PO para cada dia. Se graficaron los coeficientes
intrinsecos y especificos de absorcion y de dispersidn. Los coeficientes especificos se
obtuvieron multiplicando a los coeficientes intrinsecos por la biomasa correspondiente al dia
evaluado. A cada grafico resultante se le afiadié un espectro de absorcion de referencia de los
pigmentos fotosintéticos, donde se indico la zona en que cada pigmento suele presentar sus
picos maximos. Para la determinacién de estas regiones se siguid6 a Pilon et al. (2011),
N'Soukpoe-Kossi & Leblanc (1988) y Landrum & Bone (2001). Se indicaron la regién de
absorcion de clorofila a (430-435 nm), clorofila b (entre 475-480 nm), clorofilas a 'y b (sus picos
se solapan en el orden entre los 650 y 675-680 nm aproximadamente). En el caso de los
carotenoides, la mayoria de los picos de los diversos metabolitos de esta naturaleza
(astaxantina, zeaxantina, violaxantina, luteina, entre otros) coinciden en el rango aproximado
entre los 420 y 510 nm. La luteina particularmente dentro de este rango presenta sus picos en
428, 445 y 474 aproximadamente.

Produccién de pigmentos fotosintéticos en la cepa aislada Tetradesmus sp.

Para el disefio experimental se empled el software “Design Expert” (Alben, 2002), un
programa que ademas de generar estrategias metodolégicas para llevar adelante los ensayos
(por ejemplo, la cantidad minima de experiencias para cumplir criterios estadisticos y la
combinacién de factores en dichas experiencias), permite analizar los datos obtenidos
mediante expresiones matematicas. El ensayo se realiz6 siguiendo un Disefio Central
Compuesto (DCC), que se emplea para obtener un modelo y encontrar las combinaciones
optimas de los factores (en este caso intensidad de luz y concentracion de nitrato) en presencia
de dos interacciones y el supuesto de no linealidad (Napolitano, 2010). En los DCC el mayor
peso estadistico recae en el punto central (en este caso empleado como condicidn control), que
fue realizado por quintuplicado tomando ventaja de los cultivos de Tetradesmus sp. en FBR
previamente realizados para cumplir objetivos anteriores. En la tabla 1 se muestran las
experiencias propuestas por el programa, que otorgd las combinaciones de niveles de cada
factor, a partir del rango de trabajo que se le indicd segun la disponibilidad de material y
experiencias realizadas. Las combinaciones de los factores sugeridas, cubren la totalidad del
rango indicado. Los resultados de estas experiencias fueron cargados al programa como

rendimiento de produccién de biomasa, clorofilas totales y carotenoides totales, con los que se
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obtuvo un modelo para el rendimiento de cada una de estas variables respuesta. Para evaluar
la contribucién de cada variable explicativa al modelo, se calculé el porcentaje de aporte o
explicaciéon de cada una de ellas (concentracidon de nitrato e intensidad de luz) y de su
interaccion, tomando como total la sumatoria de la suma de cuadrados de cada una de ellas

(ver Anexo 5).

Tabla 1 - Disefio experimental sugerido por Design Expert. Se indica la concentracion de nitrato
e intensidad de luz para cada una de las experiencias (EXP) y de la EXP Control (5 réplicas). .

EXP N° Concentracion de Nitrato (g/L) | Intensidad de Luz (pmol/m?s)
Control 1 0.250 168
2 0.381 80
3 0.250 44
Control 2 0.250 168
Control 3 0.250 168
Control 4 0.250 168
7 0.435 168
2 0.119 80
9 0.3281 256
10 0.250 292
Control 5 0.250 168
12 0.119 256
13 0.065 168

Las experiencias se realizaron en etapas, debido a la disponibilidad de FBRs y las
diferentes condiciones de luz requeridas en la camara de cultivo. Como la camara
(Demetra470L - J3Desarrollos) posee la fuente de luz en la parte anterior, con una misma
configuracién en la intensidad de luz se pudieron realizar experiencias con diferentes
intensidades variando la posicion de los FBRs en la camara. Para cada set de experiencias, se
prepararon los medios de cultivo con la concentracion correspondiente de nitrato en la forma de
NaNOQO;, se autoclavaron en FBR de 1L y se inocularon con cultivos de reserva de Tetradesmus
sp. para obtener un punto inicial de DO a 750 nm de 0.1. Luego se coloc6é cada FBR en la
posicion correspondiente dentro de la camara seteada a la intensidad de luz adecuada. Se
destaca que la camara se configuré para que el otorgamiento de luz sea constante, es decir sin
fotoperiodo. Una vez iniciado un set de ensayos, durante 15 dias y cada 24-48 hs se

registraron las PO, biomasa por gravimetria, DO a 750 nm y se colectaron las muestras para
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determinacion de pigmentos fotosintéticos. Para ello, por duplicado se tomaron 750 uL de
cultivo en tubo Eppendorf y se centrifugaron a maxima velocidad (150 RPM) durante 5 minutos
en centrifuga ("Dragon Lab" D2012 Micro Mini). Se descarté el sobrenadante y el pellet se
congel6é en freezer con el fin de procesar todas las muestras con mayor disponibilidad de
tiempo.

Para la extraccidn de los pigmentos fotosintéticos (clorofilas a, b, y carotenoides totales)
se utilizé una técnica destructiva con solvente (Hosikian et al., 2010) (Figura 5). A cada pellet
descongelado se le agregd 1 mL de alcohol etilico absoluto como solvente extractor y se
anadieron pequefas esferas de vidrio cuya funcion fue la destruccién mecanica de las paredes
celulares y estructuras como plastos que pudieran contener los pigmentos a determinar. El tubo
fue sometido a agitacién en un shaker (Velp Scientifica Classic Advanced) durante 15 minutos.
Luego se centrifugd nuevamente (150 RPM, 5’) para decantar todos los residuos celulares que
pudieran interferir en la determinacion. Seguidamente se realizé una diluciéon 1/ 3, para lo que
se colocaron 400 pL del sobrenadante (alcohol etilico absoluto + pigmentos) en 800 uL de
alcohol etilico absoluto en otro tubo Eppendorf. Una vez finalizada la extraccion y dilucion de
los pigmentos, se procedi® a la lectura de absorbancia en espectrofotometro (Agilent
Technologies Cary 8454 UV-Vis) en las longitudes de onda correspondientes: 470, 649 y 665
nm. El alcohol etilico absoluto fue fijado como blanco y se empled la misma cubeta para cada
determinacion con el objetivo de disminuir el error. Los datos obtenidos fueron trasladados a

concentracion de pigmentos segun las formulas provistas por Ritchie (2006).

(A) (B) (€) (D)

Figura 5 - Secuencia de la técnica para extraccion de pigmentos. (A) Pellet producto de la
centrifugacién de 750uL de cultivo de Tefradesmus sp, al que se afiadieron esferas de vidrio y
solvente extractor. (B) Pigmentos extraidos con residuos centrifugados. (C) Concentracion de

pigmentos creciente en muestras consecutivas de un cultivo. (D) Pigmentos a determinar en
espectrofotémetro.
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Se evaluaron las cantidades totales de biomasa y concentracibn de pigmentos
obtenidas al dia final para cada experiencia, asi como el rendimiento en la produccion de estas
variables. Para el calculo de rendimientos, se tomo la maxima produccidn de biomasa (que
coincidié en todos los casos con el dia final de cultivo), se le resté la biomasa inicial, y se la
dividié por la cantidad de dias. El calculo de rendimiento para carotenoides y clorofilas totales
se hizo de la misma manera, pero para que estos valores sean comparables con los de
biomasa se decidié tomar el valor de la concentracién al dia 15, restarlo por la concentracion
inicial y dividirlo por los 15 dias de cultivo. Estos datos de rendimiento fueron ingresados al

software Design Expert para su analisis.
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RESULTADOS

Desarrollo de la colecciéon de microorganismos fotosintéticos

Se cultivaron las 3 cepas de microorganismos fotosintéticos (Tefradesmus sp.,
Synechococcus sp. y A. maxima) en los medios BBM y BG-11. Se observé un mejor
crecimiento de la especie aislada Tetradesmus sp. en BBM por sobre BG-11, tanto a nivel
macroscopico determinado mediante el color del cultivo como microscépico, en cuanto a las
morfologias celulares (Tabla 2). En el caso de las cianobacterias A. maxima y Synechococcus

sp., presentaron buen crecimiento en BG-11, mientras que los cultivos en BBM, no prosperaron
(Fig. 8).

Tabla 2 - Comparacién del crecimiento de Tefradesmus sp., Arthrospira maxima vy
Synechococcus sp. en los medios de cultivo BBM y BG-11. La cantidad de signos (+) indica el
desarrollo positivo de los microorganismos. Los signos (-) indican que no hubo crecimiento.

BBM BG-11
Tetradesmus sp. +++ ++
Arthrospira maxima - +++
Synechococcus sp. - .

(A) (B)
Figura 8 - Cultivos de Synechococcus sp., en medio BBM (A) en el que no prosperd y en
BG-11 (B) donde el crecimiento fue bueno.
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Se acondicion6 un espacio del Instituto Nacional de Limnologia para ser utilizado como
sala de cultivo de microorganismos fotosintéticos (Fig. 9). Actualmente se mantienen un total
de 10 cepas (4 picocianobacterias aisladas de la laguna de Chascomus por la Dra. Paula
Huber en BG-11 nutrido con vitaminas 1000ul/1000mL, Scenedesmus quadricauda en BBM,
Chlorella vulgaris en BBM, A. maxima en BG-11, Tetradesmus sp. aislada en este trabajo en
BBM y 2 cepas de H. pluvialis en BG-11). Las cepas se mantienen en sus respectivos medios
de cultivo en Erlenmeyers con fotoperiodo natural, y todos poseen sus réplicas en tubos de

ensayo por duplicado.

Figura 9- Coleccién de microorganismos fotosintéticos mantenida en la sala de cultivos del
Instituto Nacional de Limnologia (INALI, CONICET-UNL).
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Desarrollo de cultivos a escala intermedia en fotobiorreactores

Cultivos de Cyanobacteria en BG-11

Produccion de Biomasa de A. maximay Synechococcus sp. en medio BG-11

@ Arthrospira maxima R2=0.975 & Synechococcus sp. R*=0.996
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Figura 10 - Comparacion de la produccién de biomasa de las cianobacterias Arthrospira
maximay Synechococcus sp. en medio de cultivo BG-11.

Para la produccién de biomasa de A. maxima y Synechococcus sp., se partié de una
Densidad Optica DO 750 = 0.1 (determinada como se explicé previamente para Tetradesmus
sp.) con una concentracion de biomasa muy baja, de menos de 0.1 mg/mL. Ambas cepas se
desarrollaron en medio BG-11.

Al dia 16 la mayor cantidad de biomasa fue producida por A. maxima con 1.975 mg/mL
por sobre los 1.43 mg/mL de Synechococcus sp. al dia 15 (Fig. 10). Comparando los valores de
R?, el ajuste a un modelo lineal de produccion de biomasa fue mayor en Synechococcus sp.
(0.996) que en A. maxima (0.975). El buen desarrollo de ambas especies fue observado en la
determinacion de PO (ver Anexo 2), donde se registraron valores crecientes de absorbancia de
luz en los coeficientes especificos, indicadores en este caso del incremento de biomasa en los
FBR.
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Cultivos de la cepa aislada Tetradesmus sp.en BBM

A continuacion se muestran los resultados de la cuantificacién de biomasa en el tiempo
de Tetradesmus sp. desarrollados en medio de cultivo BBM (Fig. 11). A partir de la curva
obtenida, la produccién de biomasa de la cepa aislada Tetradesmus sp. se comportd de
manera acorde a un modelo logistico. Se observé una primera etapa de adaptacion en las
primeras horas de cultivo y luego una fase de crecimiento exponencial hasta el dia 5
aproximadamente. Luego, entre los dias 5y 10 el crecimiento fue practicamente lineal. Del dia
10 en adelante, el cultivo ingresd en una fase mas bien estacionaria, que se corresponde a la
capacidad de carga del sistema bajo las condiciones dadas de cultivo (168 umol/m?s, 0.25 gr/L
de nitrato, 25°C).

Biomasa en funcién del tiempo

® BIOMASA Trendline for BIOMASA R? = 0,974
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Figura 11 - Variacion de la biomasa en el tiempo para Tefradesmus sp. (medio BBM, 168
umol/m?s de luz, 25°C, 5 réplicas).
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Densidad Optica (DO) en funcién de la Biomasa
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Figura 12 - Curva de la DO 750 en funcién de la biomasa de Tetradesmus sp. (BBM, 168
pumol/m?3s de luz, 25°C, 3 réplicas). Correlacion lineal significativa (R?= 0.992).

La curva obtenida para el numero promedio de células respecto al tiempo de cultivo
(Fig. 13), mostroé el mismo patron que la curva sigmoidea a la que se ajustaron los datos de
biomasa, aunque de manera menos pronunciada. Se observé una primera etapa de adaptacion
en las primeras horas de cultivo y luego una fase de crecimiento exponencial hacia el dia 6, con
un significativo desarrollo desde el dia 3 al 6. En la etapa final del cultivo se observaron
fluctuaciones en el numero de células desde el dia 8 en adelante, lo que se relaciona a la

mayor variabilidad en la biomasa, y a la fase estacionaria del cultivo.

Cantidad promedio de células totales en funcién del tiempo
5.00E+7
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Figura 13 - Cantidad promedio de células totales por mL de cultivo de Tetradesmus sp.
en el tiempo (BBM, 168 umol/m?s de luz, 25°C, 3 réplicas).

24



En cuanto al numero (Fig. 14 (A)) y proporcién de morfotipos celulares (Fig. 14 (B)), al
inicio la mayor proporciéon fue de células individuales (Cl), la cual disminuyé a medida que
pasaron los dias. Desde el dia 3 hasta el 8 se observo que la mayor proporcion de morfotipos
celulares correspondié al de cenobios de 4 células (C4). Desde el dia 8 en adelante, se
observé una disminuciéon de la proporcion de morfotipos C4 y un incremento en la proporciéon

de células individuales nuevamente.

Namero promedio de morfotipos celulares segun dia de cultive

1. E8E+7
B c €
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Figura 14 - Numero promedio (A) y proporcion (B) de la frecuencia de morfotipos ClI (células
individuales), C4 (cenobios de 4 células) y C2 (cenobios de 2 células) en cultivos de
Tetradesmus sp. en el tiempo (BBM, 168 umol/m?s de luz, 25°C, 3 réplicas).
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Caracterizacion morfolégica y genética de la cepa aislada Tetradesmus sp.

Caracterizacidon morfolégica de la cepa aislada Tetradesmus sp.

Por cuanto se pudo observar, en cultivos jévenes las células presentaron morfologia
claramente ahusada, y en caso de observarse agrupaciones, eran de cenobios de 4 individuos.
Con el paso del tiempo, las células adoptaron morfologias particulares, que manifiestaron por
ejemplo aumento de tamafno de células individuales. Ademas, se observé una transicion en la
coloracion del cultivo desde tonalidades verdes hacia un color anaranjado, que refleja

disminucion de concentracion de clorofila e incremento de carotenoides (Fig. 15 (B)).

(A) (B) (©)

Figura 15 - (A) Células de cultivos jovenes de Tefradesmus sp. (400X) pertenecientes a un
cultivo verde (Fig (B), izquierda). En (C), células de un cultivo de Tetradesmus sp.(400X) de
color anaranjado (Fig (B), derecha).

Las formas “regulares” (Fig. 16) presentaron morfologia ahusada (12.302 + 1.582 ym de
largo por 3.723 + 0.480 pm de ancho). En el cloroplasto de cada célula se observd un pirenoide
circular en posicion central, con cierta tendencia hacia la parte céoncava, destacandose por su
contorno verde mas oscuro (1.434 £ 0.205 ym de diametro). No se observaron espinas ni
mucilago en células individuales (Cl) ni en los cenobios. Los cenobios, aunque se han
detectado de 2 células (C2), suelen ser de 4 células (C4) agrupadas de manera intercalada,
con una longitud total medida desde la primera hasta la ultima célula de 11.944 + 1.258 um y un
ancho de 11.395 £ 0.652 pm, con pirenoides de 1.106 = 0.195 um diametro. El “ancho” del
cenobio corresponde al largo de una de sus células constituyentes, las que tuvieron un ancho
promedio de 2.731 £ 0.294 ym.
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Forma en que se tomaron las medidas de cenobios:

Figura 16 - Células regulares de la cepa de Tefradesmus sp. aislada.

Sobre las células individuales en estrés fisiologico (Fig. 17), puede decirse que
presentaron mayor tamafio que células no estresadas (14.871 £ 1.902 um de largo por 6.702 %
2.105 pym de ancho) sobre todo en el ancho promedio. La matriz celular se observé granulosa,
con gran cantidad de lo que se sugiere pueden ser lipidos almacenados. En numerosas
ocasiones se observaron morfologias como las representadas en la Fig. 18, células individuales
con 3 extremos. No se observo el pirenoides de manera clara como en las regulares, pero si se
pudo apreciar el espacio correspondiente en el cloroplasto. En cuanto al agrupamiento, puede
decirse que la mayor parte de las células fueron observadas solitarias o de a pares, escasos
cenobios de 4 células fueron registrados. Estos ultimos tuvieron unas dimensiones promedio de
14.904 £ 2.823 pm de largo por 12.244 + 1.160 um de ancho, siendo el ancho promedio de las
células constituyentes de 3.639 £ 0.402 pm.

Figura 17- Morfologias en estado de estrés fisioldgico en células de la cepa aislada
Tetradesmus sp. (Leica DM3000 LED 400x).
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Figura 18 - Morfologias en estado de estrés fisiolégico en células de la cepa aislada
Tetradesmus sp. (Leica DM3000 LED 400x), donde se observan detalladamente individuos con
tres extremos.

La comparacion de las medias de las variables ancho y longitud en los dos estados
celulares (Fig. 19) mostré diferencias significativas en los dos casos. Las medias de los anchos
fueron estadisticamente diferentes (p=2.331 10%) segun test t de comparacion de medias
independientes con varianzas diferentes. Sobre las longitudes, practicamente el 100% de las
de las células regulares estuvieron por debajo de la mediana de la longitud de las células
estresadas. El test t de comparacion de medias independientes con varianzas iguales, arrojé

que las medias de las longitudes son estadisticamente diferentes (p = 7.479 10%).

Comparacion de la medida de la Longitud (L) y el Ancho (A) en células Regulares (R) y Estresadas (E)

0

15
I

B
=

:

Medidas um

ae AR LE LR

Vanable
Figura 19 - Diagrama de cajas que representa la distribucion de las medidas del ancho y la
longitud de células de la cepa aislada Tetradesmus sp.bajo distintas condiciones fisiolégicas.
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Ademas, se detectaron en numerosas ocasiones las formas reproductivas de la cepa
aislada (Fig. 20). Se observaron tanto en células individuales como en cenobios de 4 células
las divisiones celulares internas que luego derivaron en un nuevo cenobio. Se detecto
visualmente que células en estado reproductivo presentaban en general mayor tamafio que las

células jovenes.

TR (?iﬁ z
a1 -
o 8 :
77 e -~
Fiers )
&x S
20 um 20 pm 20 pym

Figura 20 - Células de Tefradesmus sp. en estado reproductivo.
(Leica DM 3000 LED 400x).

Caracterizacion genética de la cepa aislada Tetradesmus sp.

La secuenciacion del gen 18S ARNr arrojé picos claros en el electroferograma, lo que
indica buena secuenciacion del ADN extraido (Figs. 21 y 22). El fragmento amplificado fue de
1333 pb, pero debido a que el secuenciador no recibe buena sefal en los extremos, se
seleccion6 la zona de mayor calidad del fragmento para su comparacion con secuencias de
bases de datos publicas. De esta manera, se utilizé un fragmento de 993 pb (comprendido
entre las 107 y 1100 pb). La asignacion taxondmica se realizé con la base de datos en NCBI.
La cepa aislada present6 un 99.7% de similitud con numerosos hits del género Tefradesmus o
Scenedesmus, siendo la mayoria de especies dimorphus y obliquus (Fig. 23). Se realiz6é una
busqueda dentro de los resultados obtenidos para utilizar de referencia una cepa cultivada
“strain” (y no una secuencia proveniente de aislamiento de ADN ambiental “isolated”)
legitimamente publicada. De esta manera se selecciond la cepa Tefradesmus obliquus
CCAP276/3A, publicada por Bradley et.al (2016). Dicha cepa fue aislada de un sistema de
agua dulce y cultivada en condiciones axénicas (cultivo monoespecifico que proviene de una
sola célula) en medio EG:JM. Esta cepa presenta como sinébnimos taxonémicos a Acutodesmus

obliquus (Turpin) Hegewald & Hanagata 2000 y a Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing
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1833. Al momento de alinear las secuencias (Fig. 24), se observaron dos gaps (pb 921 y pb
944), que indican la ausencia de los nucleétidos que se corresponden con la secuencia de
referencia en esas posiciones. Puede decirse entonces que la especie aislada presenta una
alta similitud nucleotidica (en base al gen 18S rARN) con una cepa del género Tetradesmus,
aunque no se encontrd en las bases de datos una especie o variante de referencia de la

especie que coincida al 100% con la aislada.

= 1,000 bp/100 ng

- 700 bp/70 ng
— 500 bp/50 ng

— 200 bp/20 ng
~ 100 bp/10 ng

(A) (B)
Figura 21 - Gel de agarosa con tincién gel red en que se sefiala el fragmento del gen 18S
ARNr amplificado de la cepa aislada (A). El ladder de referencia (B) confirma el tamafio de
1300 pb aproximadamente.
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Figura 22 - Electroferograma obtenido a partir de la secuencia amplificada del fragmento del
gen 18S ARNTr de la cepa aislada.

Description |Scientific name Total Score|Query Cover |E value Fercent identity |Accession
Sic sp. KNUADLD small subunit gene 5L =p. KNUAO1D isz0 100% (0.0 00.70 MT544350.1
Tetradesmus obliquus strain CEZ. 402 small suhunit HHNA gene TRt iy 1870 1R (0.0 o070 MHI07Sa0 1
Tetradesmus obliquuy strain CE2.319 small subunit ribosomal RNA gene Tetradesmus obliguus 1820 100%|0.0 95.70 MH307544.1
Tetradesmus dimorphus solate Zhaodong Salt Lake 1 small subunit ribosomal RNA gens Tetradesmus di 1820 ﬁ(e.u 00.70 MK754915.1
Tetradesmus obliquus isalate Daging Salt Lake 2 small subunit i HMNA gene T obbguais 18240 m[n.u o970 MK754314 1
Tetradesmus sp. YACCYB423 185 ribosomal ANA gene Tetradesmus sp. YACCYB429 1810 Jﬂ{l}.ﬂ 99.7D &
Scenedesmus sp. YACCYB425 185 ribosomal RNA gene Scenedesmus sp. YACCYB42S 181?1 1008%|0.0 05.70
|5e sp. YACCYES 74 185 RNA gRne | sp. YACCYA374 1810 100%(0.0 s 70
Tetradesmus sp. YACCYB362 185 ribosomal RNA gene IT!Lradzms sp. YACCYBIG62 15@ 100%{0.0 95.70
Scenedesmus § YACCYB356 185 ribosomal HNAE |Scenedesmus sp. YACCYB3SE 1820 100%|0.0 99.70
T sp- YACCYRISS 185 rib HNA gens Tat sp YACCYB3SS 1820 100% (0.0 2970
Tetradesmus 5p. YACCYR354 185 ribosomal RNA gene Terradesmis sp. YACCYRISE 1820 100%(0.0 99.70
sp. YACCYE351 1BS il RNA gane sp. YACCYB351 1820 100%10.0 00.70
Scenedesmus sp. YACCYE347 185 RNA gene S =p. YACCYB347 1820 100% 0.0 00.70
Seenedesimius Sp. YACCYR346 185 rihosomal RNA gene Scenedesnius p. YACCYB3AS 1870 100%|0.0 99.70
[Tetradesmus sp. YACCYB333 185 ribosomal RNA gene Tetradesmus sp. YACCYB339 1820 100%(0.0 99.70
sp. YACCYBIGA 188 ribosomal RNA gene Tetradesmus sp. YACCYBI64 1820 100%10.0 E.J’D
TEI.IN!ESIIILI&SE.Y&CCYEEE 185 ribosomal RNS gene TeLradesmus sp. YACCYB256 1810 100%{0.0 99,70
Tetradesmus sp. YACCYB244 185 ribosomal RNA gene Tetradesmus sp. YACCYB244 1820 100%{0.0 99.70
Tetradesmus sp. YACCYR234 185 rib | RNA gena T: sp. YACCYEJ34 1820 100%{0.0 00.70
(Tetradesmis 5p. YACCYRZ1S 185 ribosomal RNA gene Teiradesmus sp YACCYR2 15 1820 100% (0.0 ISH.?{T
Tetradesmus sp. YACCYB121 185 ribasomal ANA gene Tetradesmus sp. YACCYB121 1820 100%|0.0 99.70
us sp. YACCYB116 185 rib | RNA gene Tat sp. YACCYB116 1820 100%{0.0 |—9_9.?D
Tetradesmus sp. YACCYR1BS 185 ribosomai RNA gene Terradesmus sp. YACCYR1E6 1820 100%(0.0 99.70
Tetradesmus sp. YACCYB184 185 ribosomal RNA gene Tetradesmus sp. YACCYB184 1820 100%(0.0 99.70
T us sp. YACCYB1B1 185 ril RNA gene Tat sp. YACCYBIE1 1820 100% (0.0 00.70
sp. YACCYBIGS 185 ribosnmal RNA gene Tat Sp. YACCYEIGE 1820 10ms[e.0 los.70
Tetradesmus sp. YACCYB165 185 ribosomal RNA gene Tetradesmus sp. YACCYB165 1EZ_|!J 100%(0.0 99.70
i sp. YACCYB1E4 185 ribosomal RNA gene Teti sp. YACCYE1E4 1820 100%|0.0 90.7D
T LS §p. YACCYE163 185 1 RNA gena Tetradesmis sp. YACCYE163 1820 100% (0.0 IEE.?B
Tetradesmus sp. YACCYB152 185 ribosomal RNA gene Tetradesmus sp. YACCYB152 1820 100%)0.0 99.70
Tetradesmus bajacalifornicus isolate 5812-2 135 ribosomal RNA gene Tetradesmus bajacalifornicus 1820 1008 |0.0 00.70
Tetradesmuis hajacaiiformicus isolate SB12-1 155 nbosomal RNA gene Tetradesmys bajacalifornicus 1820 100%| 0.0 99.70
Tetradesmus obliquus isolste CCAP 276{3C small subunit ribosomal ANA gene Tetradesmus obliguus 1820 m{o.a 98.70
Tetradesmus obliquus strain CCAP 276/3A 185 ribasomal RNA gena Tetradesmus obliquus 1820 100%0.0 99.70
Ci Sp. YACCYBG3 1BS HNA gene Coelastrum sp, YACLCYRGE3 1820 ]mlﬂ.ﬂ 9970
| Coelastrum sp. YACCYB62 18S ribosomal ANA gene Coelastrum sp. YACCYBG2 1810 m[n.u 99.70
Conl 5p- YACCYBS2 18S ril RNA gene Coelastrum sp. YACCYBS2 820 100% (0.0 09.70
S <p YACCYBAS 155 rib | RN gene 5S¢ sp. YACCYRAS 1870 100 (0.0 Jea.70
(Coebastruim sp. YACCYBZS 185 ribinsomal RNA gene (Coelastrum sp. YACCYR29 1820 1005 [0.0 9970
Uncultured Scenedesmus clone EdGen_CI2_MAF_B 185 ribosomal RNA gene uncultured Scenedesmus 1820 100%|0.0 99.70
us obfguus strain BEAD1A2 smal subunit rib. | RMA gene and internal transcribed spacer 1 | obliquus 1820 L{!BG[B.D 9. 70
Tetradesmus obliguus isolate BEAOSAZ small subunit ribosomal RNA gene [Tetradesmus obliguus 1820 mmto.u 99.70:
Scenedesmus bijugus var. obtusiusculus voucher [ZTA:1830 185 ribosomal RNA gens ISoar\eﬁr_'xmLu bijugus var. obtusiuscul 18231 100% 0.0 .70 K1308595.1
T phus strain TCF-50g small subundt ribosomal RNA gene Tet o 1830 100% 0.0 070 OPi44019.
Tetradesmus dimorphus strain TOF-45¢ small subunit ribosomal RNA gere Tetradesimus dimorphus 1820 100%| 0.0 29.70 (OP144010.1
Tetradesmus 5p. strain TCF-33g small subunit riboscmal RNA gene Tatradesmus sp. 1820 100%{0.0 99.70 OP143998.1
Tetradesmus obliquus strain TCF-22g small subunit rinosomal ANA gene Tt bl 1820 1008 0.0 9970 OP143997.1
Terradesius obiquls isolate 3nst small subunit rihosomal RNA gene Tetradesmis ohiiguus 1820 100%|0.0 |sa.70 (OMBSS681.1

Figura 23 - Lista de los primeros 50 Hits que presentaron mayor porcentaje de similitud con la
secuencia obtenida mediante la amplificacion del gen 18S ARNr de la cepa aislada.
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Query: MNone Query ID: 1cl|Query_60363 Length: 993

xTetradesmus nh;ﬂﬂuus strain COCAF 276734 1BS ribosomal RMA gene, partial sequence
Sequence ID: KU 221.1 Length: 1792
Range 1: 130 to 1124

Score: 1820 bits({985), Expect:0.0,
Identities:392,/995(99%), Caps:2/995(0%), strand: Plus/Flus

ouery 1 CTTACTACTOOGATAADDCTACTAAT TCTAGACCTAATACCTOOCTAMATOODCACTTCT B

B EELEEEEEE e e e e e e e e e e e e et
shjct 130 CTTACTACTOGGATAACCCTACTAATTCTAGACCTAATACCTGOCTAAATCOOCEACTTCT 18D

ouery 61 CLAACCCADCTATATAT TAGATAAAALCODGADCCACCTT TOCTOGACCOLOCETCAATE 120

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
shjct 19 CLARGLGACGTAT. AGATARAAGEODGADCGAGCT T TOC TOGAOODGOGETGAATE 249

Query 121 ATCATATCT TCACCALCDOCATOOCCT TETOOCLOOGC T T TOCAT TCALMATTTC TGO 1LBD

FELTEEEEE e e e et e e e el
shjct 250  ATCATATCTTCACGAACCGCATOCOCTTETGOOECOGCTCTTOCATTCAAATTTCTCGOOE 3049

Query 181 TATCAACT TTOGATGGTAGGATAGACLOC TADCATEETCLTAADCOETEADCCACCATTA 240

) PELEEEerreereeer et e e e bee e e el
shjct 310  TATCAACTT TOGATGGTAGGATAGARGOCTACCATOGTOCTARCCLCTCGACCLARGATTA  I60

Query 241 CCCTTOCAT OO L CACACCCACDCTCACAAADCCC TADCACATOCAACCAADDCADCACT 30D

B PELEEEEE e e e e e e e e e e et
shjct 370 CLCTTOCATTOOCGACACCCACOCTCACAAACCECTACCACATOCANCCANDECACCACE 420

Query 301 OO CARA T TADCCAATOC TEATADCLOGAGCTACTCACAATALATAACAATADODEDCA 6D

B CELLEEEE e e et e et et ee e el
shjct 430 CoOCCAAATTACCCAATOCTGATACCCECACCTACTCACAATALATAACANTACOCCED 48D

Query 361 TTTTATGTC TG TAAT TOGAATCACTACAATCTALATOCCT TAADCACCATOCATTGCAS 420

) PELEErrerreerr et e et e e e e e e el
shjct 430  TTTTATGTCTGGTAATTOGAATGACTACAATCTAAATOOCT TAMCCACCATOCATTORAG 549

Query 421 GoCAACTCTEE T O CACCACDDL L TAATTOCACC TOCAATACOCTATATTTAACTTCT 48D

PELEEEEEEr e e e e ee e et
shjct 550 GOCAACTCTECTOOCACCACOOCCCCTAATTOCACCTOCANTACCCTATATTTAACTTCT 609

Query 481 ToCACT TAAA AL TCLTACT TEGEATT TOGGGTEECTTCTAGDOETOOLOCTATOCTCAS 540

) PELEEELErr et e e e ee e el
shjct 610 TOCAGTTAARAEGCTOLTAGT TGGATT TORGGTGeGT TCTAGOLGTODGOCTATGGTGAG 66D

Query 541 TACTCCTATCCOCT TOCT T TC TG TOCCoCACCOCCT TCTOOCCTTCACTCTOOCCCAC T B

B PELLEEEEEr e e e b e e e e el
shjct 670  TACTGCTATECOCTTOCTTTCTGTOGGECACCOECTTCTOECCTTCACTCTODECCACTE 720

ouery 801 LA CTOCACCTeC T TACT T ToACTAAAT TAGACTET TCAMACCACCCTTADCCCACAATA  EEBD

) CEEEEEEEr e e e et e e e e e el
shjct 730 GLACTOGACGTGCTTACTTTGAGTAAATTAGACTGTTCAANCCACCCTTACCOCAGAATA TAD

Query 661 CTTTAGCATGCAATAACADCATAGCACTCTOROCTATCTTGT TOGTCTETAGGADDECAS 720

) PELEEEEr et et e e e e e e el
shjct TH CTTTAGCATGGAATAACADGATAGGACTCTGOOCTATCT TGT TRGTCTGTAGGADCGRAG B0

Query 721 TAATCAT TAACACCCACACTORCCCoCAT TOCTAT T TCAT TG TCACACETCAMATTCTTG  TBD

B PETLLEEETT et e et e et e e e el
shjct BS)  TAATGATTAACACCEACACTOCOGCCCATTOCTATTTCATTCTCACACCTCAMATTCTTE 309

Query 781 CATTTATGACACA LA TACTOOCALMACCAT T TEOCAACCATCTTTTCATTAATCALCE B4l

) PELEEEEer rereeer e e e e e e e et
shjct 310 GATTTATGAAACACGAACTACTGCGAAAGCATTTOOCARCCATCTTTTCATTAATCARGA 36D

Query 841 A AL T T e TOCAL A CAT TAGATACCGTOCTAGTCTCAADCATALADZATL: 30D

B FELEEEEERT e e e et e e e e et
shjct O70  ACCAAACTTCOCCOCTOGAACACCATTACATACCETCCTACTCTCANCCATASAOCATEE 1029

Query 301 LA TAC AT TO oD CAATC-TT T T T TAATCACT TOOOCACCA-CTTATCACAMAT A T58
. FLEEEEREr e rree et e e e e Freerrrerrreninl

E-h] ct 1030 CoaCTACoCATTOoOCAATCTTT T TT TAATCACT TODDCACCADCTTATCACAMATC AL 1DED

Query 959

CTTTTTCCGT TOOGCaECCACTATCCTORCAAGEE
B FEEELEEEr e e et
shjct 1080 CTTTTTCCETTOOCECCOGACTATOCTOCCARCEC 1124

Figura 24 - Alineamiento de la secuenciacion del gen 18S ARNr de la cepa aislada
con la secuencia de referencia escogida (Tetradesmus obliquus strain CCAP 276/3a).



La asignacion filogenética de la cepa aislada, se realizé sobre un arbol de referencia
construido con secuencias parciales del gen 18S ARNr. El arbol estuvo conformado por 45

secuencias, representado por diferentes grupos de algas relacionadas filogenéticamente con

AY5L0463 Acutodesmus desenicola
KIGTHL28 Soenedesmus dimorphus
XT4002 Halochlorella rubescens.
MAGOT 1386 Tetradesmes obbguus SBCONS
i AJZE0515 Telradesmus obdgous UTEXLASD
FUD00221 Tetradesmus oblguus CCAPZTERA
LCLOZ133 Teradesmus acumnglus
ABLITOAE Tetradesmius aceminatus Snten—

Tetradesmus (Fig. 25).

MHEEIAT] Tetradesmus sp YARCCYRIGED
FRE6S 722 Scensdesmus incrassanilus
HOZAREZT Terailesmus bajacaiilomicus
KFL4d164 Tefratesmus obliguus D22-6-28
Tetradesmus sp. (Exle trabajo)

FHA85 130 Scensdesmis pectinalus

AGE10M Sopnedesmus vacuoliug Sphaeropleales
a0 JX316760 Coelastrella saipanensis

ABOIVH Scenpdesmmius costalus

KJIETE126 Scenadesmus vacuclasus

HESRE0E0 Colastrella stonlxa
ABO12545 Coslastredts sinolata
100 FRAAST3Z Scenedesmus regularis
—— ABC3TESS Scensdesmus regulans
100 — JH10L327 Desmodesmus communis
100 L FREAST1Z Desmodesinis pENNONICS
®G3520 Prewsochloralla pringshamil
FRBESESS Parachiorélla kesshen
W5E105 Parachioredla kessleri
KIGEETEE Chiorella sorokiniang
¥E244] Chiorella sorokiniana
FMZU5858 Chioredia sorokiniana
AFADEZLE Pavischulzia peeudovolvo:
AFDDRZE0 Chlanwdominiss debanand
AB311638 Chlamydomaonas orbiculans
UTATEZ Chiamydomonas sebra
ABS11B41 Eudonna unicotca Chlamydomonadales
AYTELLGES Chiamydomenas glabosa
WAZZ703 Chilamydnmonas renhardti
ABS11825 Chlamydomanas rembardii
— UTOSBE Chinraganium euchionim
100 - AB218T0E Chiprosphasrepsis alveckata
100 100 UTOSAT Chinrocaceum diplabiontieom
a3 JNGEESEE Tetracystis BUaspons
9B UTD7a4 Chioromenss perlovata
INZGE58S Chiorococoum minuium

100

Chiorellales

Chlorococcales

Escala: 0.01

Figura 25 - Arbol filogenético de maxima verosimilitud obtenido (RAxML). A la derecha, se
incorporaron los nombres de los cuatro principales clados y un subclado exclusivo para el
género Tetradesmus. El numero en los nodos representa el soporte estadistico (1000
repeticiones).

Se observé una robusta conformacion de clados, con soporte estadistico maximo (100)
para Sphaeropleales, Chlorellales, Chlamydomonadales y Chlorococcales. La cepa aislada
quedo asignada filogenéticamente dentro del clado Sphaeropleales, subclado “Tetradesmus”

con alto soporte estadistico (93% de bootstrap).
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Caracterizacion fisioldgica de la cepa de microalga nativa aislada

Propiedades 6pticas de la cepa aislada Tefradesmus sp.

Se graficaron los coeficientes intrinsecos de absorcion (Fig. 26) y dispersién (Fig. 28), y los
especificos de absorcion (Fig. 27) y dispersién (Fig. 29) para 4 tiempos diferentes. Los
coeficientes especificos se obtuvieron multiplicando a los coeficientes intrinsecos por la

biomasa correspondiente al dia evaluado.

Coeficientes Intrinsecos de Absorcion

@ DIAD @ DIA3 @ DiA8 @ DIALS
0.4

o3

0,2

0.1

Caeficiente de Absorcidn (L/mm.gr)

600 700

Chiayb
Longitud de onda (nm) -

Figura 26 - Coeficientes intrinsecos de absorcién promedio para la cepa aislada Tetradesmus
sp.en 4 tiempos diferentes. La tabla con los valores promedio de las 3 réplicas y sus
respectivas desviaciones estandar se encuentran en Anexo 4.
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Coeficientes especificos de Absorcion

@ DAD @ DIA3 @ DIAE @ DIALS

0,4 0,008

0,004

03 0,000

400 500

Coeficiente de Absorcian (1/mm)

700

Chib Chlayb
Longitud de onda (nm) -

Carclana des

Figura 27 - Coeficientes especificos de absorcion (intrinsecos afectados por la biomasa del dia
evaluado) para Tefradesmus sp. en 4 instantes de tiempo. Se incorporé una subgrafica que
muestra el mismo patrén para el dia 0, no apreciable debido a la escala en la grafica original

que la contiene. La tabla con los valores promedio de las 3 réplicas y sus respectivas
desviaciones estandar se encuentran en Anexo 4.

En el caso de los coeficientes intrinsecos (Fig. 26) se observé que el pico en los 670 nm
correspondiente a las clorofilas a y b disminuyd entre los primeros y los ultimos dias de cultivo.
No se observé un aumento notable en las zonas de absorcién de carotenoides, aunque se
detectd que en ese rango (420-510 nm) la disminucién de los picos de las clorofilas ay de las b
fueron menos pronunciados.

En los resultados intrinsecos afectados por la biomasa del cultivo (Fig 27), se observo
un incremento en la absorcion debida al aumento de la variable biomasa en el tiempo. La
absorcién promedio considerando los coeficientes especificos en todo el espectro aumenté
desde el dia 0 (0.00312 + 0.00247 1/mm) hasta el dia 15 (0.12630 + 0.10033 1/mm). La
desviacion fue alta justamente por los picos y por las zonas de absorcién tan bajas.

En ambas figuras es clara la no absorcién en rango verde (500-600 nm), color que es

reflejado por estos microorganismos.
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Coeficientes intrinsecos de Dispersion
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Figura 28 - Coeficientes intrinsecos de dispersion promedio para la cepa aislada Tefradesmus
sp. en 4 tiempos diferentes. La tabla con los valores promedio de las 3 réplicas y sus
respectivas desviaciones estandar se encuentran en Anexo 4.

Coeficientes especificos de Dispersion
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Figura 29 - Coeficientes especificos de dispersion (intrinsecos afectados por la biomasa del dia
evaluado) para Tetradesmus sp. en 4 instantes de tiempo. Se incorporé una subgrafica que
muestra el mismo patrén para el dia 0, no apreciable debido a la escala en la grafica original

que la contiene. La tabla con los valores promedio de las 3 réplicas y sus respectivas
desviaciones estandar se encuentran en Anexo 4.
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En ambos casos se observé un patrén de dispersion con poca variacion en la ordenada,
es decir que las distribuciones se podrian ajustar a funciones mas bien constantes. No existi6
una notable diferencia de dispersion en determinados rangos como si se observa en los
coeficientes de absorcion. Sin embargo, se pudo apreciar una leve mayor dispersiéon en el
rango de los verdes (500-600 nm).

En general, se observo que los coeficientes de dispersion fueron mayores que los de
absorcién, y que las zonas de mayor dispersion (entre los 500 y 600 nm) coincidieron con las
de menor absorcion.

El valor maximo de dispersion especifica (0.48170 1/mm) se presenté en el dia 8 a 520
nm, mientras que el maximo valor de absorcion especifica (0.32098 1/mm) se observo en el dia
15a430 nm.
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Evaluacion de la produccion de biomasa y pigmentos en la cepa aislada Tetradesmus sp.

en relacién a la concentracion de nitrato e intensidad de luz

DiA 15

Figura 30 - Experiencias control a los dias 0, 3, 8 y 15 del ensayo para evaluar la
concentracion de pigmentos fotosintéticos y biomasa de Tefradesmus sp. en el tiempo a
diferentes intensidad de luz (168 umol/m?s) y concentracion de nitrato (0.25 gr/L)
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Figura 31 - Experiencias 2, 3y 8 alos dias 0, 3, 8 y 15 del ensayo para evaluar la
concentracién de pigmentos fotosintéticos y biomasa de Tefradesmus sp. en el tiempo a
diferentes intensidad de luz (80 ymol/m?s para las EXP 2y 8: 44 umol/m?s para la EXP 3) y
concentracién de nitrato (0.381 gr/L para la EXP 2; 0.25 gr/L para la EXP 3;

y 0.119 gr/L para la EXP 8)
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DIiA 8 DIiA 15

Figura 32 - Experiencias 9, 10y 12 a los dias 0, 3, 8 y 15 del ensayo para evaluar la
concentracion de pigmentos fotosintéticos y biomasa de Tefradesmus sp. en el tiempo a
diferentes intensidad de luz (256 umol/m?s para las EXP 9y 12; 292 umol/m?s para la EXP 10)
y concentracién de nitrato (0.381 gr/L para la EXP 9; 0.25 gr/L para la EXP 10;

0.119 gr/L para la EXP 12).
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Figura 33 - Experiencias 7y 13 a los dias 0, 3, 8 y 15 del ensayo para evaluar la concentraciéon

de pigmentos fotosintéticos y biomasa de Tefradesmus sp. en el tiempo a diferentes intensidad

de luz (168 ymol/m?s para ambos casos) y concentracion de nitrato (0.435 gr/L para la EXP 7;
0.065 gr/L para la EXP 13).
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Biomasa (eje izquierdo) y Concentracion de pigmentos (eje derecho) al dia final por experiencia

B Biomasa Carotenoides totales [ Clorofilas totales
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Figura 34 - Cantidad de biomasa y concentracién de pigmentos registradas al dia final 15 del
ensayo por experiencia. ). La tabla 1.5.A del Anexo 5 muestra los valores aqui representados.
En la parte inferior se informan los valores de concentracion de nitrato (N) en gr/L y de
intensidad de luz (L) en umol/m?s para cada experiencia.

En las EXP 2, 3, 8, 12 y 13 se observé menos biomasa que el control (2.68 mg/mL), en
tanto que en las EXP 10 y 7 se obtuvieron valores muy similares (2.63 y 2.62 mg/mL
respectivamente), sélo superados por la EXP 9 (3.13 mg/mL) en la cual se cuantificé el valor
maximo de biomasa al dia 15. El minimo valor de biomasa (1.1 mg/mL) se registré en la EXP
12. Estas EXP 9 y 12 tuvieron la misma intensidad de luz (256 umol/m?3s) pero difirieron en la
concentracion de nitrato (0.381 y 0.119 gr/L respectivamente). Si se comparan los resultados de
la EXP 12 (0.119 gr/L, 256 pmol/m?s) con la 8 (0.119 gr/L, 80 umol/m?s) y la 3 (0.250 gr/L, 44
pumol/m?s), se observa que en general los resultados para la EXP 12 fueron muy similares a la
EXP 8, que aunque tuvieron la misma concentracion de nitrato (0.119 gr/L) difirieron
ampliamente en la intensidad de luz (256 y 80 pymol/m?s respectivamente). Ademas, el valor de
biomasa alcanzado en la EXP 3 es similar al observado en las EXP 8y 12, pero en la primera,
la concentracion de nitrato fue mayor y la intensidad de luz menor en comparacion con las otras
dos. Sin embargo, en la EXP 3 se observé una mayor produccioén de pigmentos. Respecto a la
coloracion, la cepa en la EXP 3 se mantuvo verde hasta el dia final, mientras que en las EXP 8
como en la 12 el color final fue verde-naranja.

En cuanto a la produccién de pigmentos, al dia final (15 dias), la maxima concentracién

de clorofilas totales fue obtenida en la EXP 2 (25.5 pg/mL) y 9 (25.45 ug/mL), mientras que la
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minima (1.13 yg/mL) se obtuvo en la EXP 13. La maxima concentracién de carotenoides (13.24
ug/mL) se obtuvo en la EXP 9, en tanto que en la EXP 13 se registré el minimo valor de 1.43
ug/mL. La concentracion maxima y minima de ambos pigmentos fueron vistas en practicamente
las mismas experiencias (en la 9 los dos maximos y en la 13 los dos minimos). Los cultivos de
las EXP 9 como de la 2 se mantuvieron verdes hasta el dia final en FBR, mientras que la cepa
en la EXP 13 present6 un color naranja-amarillo. La condicién que mas varié entre las EXP 9y
13 fue la concentracion de nitrato, pero entre 9 y 2 cambio sélo la intensidad de luz.

Tanto en las EXP 2, 9 y 7, los valores de clorofila y carotenoides medidos fueron
mayores que en el control, mientras que en la EXP 3 se obtuvieron mayores valores de clorofila
y menores de carotenoides respecto al control, a la inversa que la EXP 10 que registraron
valores mayores de carotenoides y menores de clorofila respecto al control. Enlas EXP 9y 2
como en la 7, se registraron los valores mas altos de clorofilas y carotenoides. En estos 3
casos la concentracion de nitrato fue elevada, aunque la intensidad de luz fue variable. En
estos 3 casos el color de la cepa en el dia final fue verde.

En las EXP 13 y 2, se obtuvieron valores similares de biomasa (1.475 y 1.387 mg/mL
respectivamente), pero hubo una amplia diferencia en la cantidad de pigmentos. La EXP 2, con
menor intensidad de luz y mayor concentracién de nitrato, presenté cantidades mayores (11.59
Mg car/mL y 25.5 ug chl/mL) a las registradas en la EXP 13 (1.43 ug car/mL, 1.13 pg chl/mL).
En la EXP 13 se observaron bajos valores de concentracion de pigmentos en relacion a la EXP
7, que fue cultivada con la misma intensidad de luz (168 ymol/m?s) pero con amplia diferencia
en la concentracién de nitrato (0.065 y 0.435 gr/L respectivamente). La EXP 7 fue la que obtuvo
una de las mayores concentraciones de pigmentos en relacion al resto de las EXP.

En las EXP 9 y 10, se observaron valores de biomasa relativamente comparables (3.13
y 2.6 mg/mL); por otro lado, en la EXP 9 se registraron valores de concentracion de pigmentos
notoriamente superiores, sobre todo en clorofilas (25.45 y 7.59 pg chl/mL respectivamente). La
cepa en la EXP 9, cultivada con mayor concentracion de nitrato y menos intensidad de luz que
la EXP 10, se mantuvo de color verde, mientras que en la EXP 10 se torné de color naranja.

La cepa en las EXP 2 y 3 se mantuvo verde al dia final, y aunque se obtuvieron valores
de biomasa similares (1.38 y 1.13 mg/mL respectivamente) se observé una mayor producciéon
de clorofila en la EXP 2 (11.59 ug chl/mL), que fue cultivada con mayor concentracion de nitrato
y una leve mayor intensidad de luz, aunque menor a la del control.

En lineas generales se observdé que en las cepas de las EXP sometidas a la misma
intensidad de luz, se produjo mayor concentracién de pigmentos a mayor concentracién de
nitrato. Tal es el caso de las EXP Control, 7y 13;las EXP 2y 8; y las EXP 9y 12.
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En el caso de las experiencias cultivadas con igual concentracion de nitrato, se detecto
que los resultados de produccidén de pigmentos no se alteraron notablemente con los cambios

en la intensidad de luz, aunque si para el caso de la biomasa.

Rendimiento de Biomasa (eje izquierdo) y Concentracion de pigmentos (eje derecho)
al dia final por experiencia

B Biomasa Carotenoices totales [ Clorofilas totales
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Figura 35 - Grafica del rendimiento en la produccién de biomasa y concentracién de pigmentos
por experiencia. La tabla 2.5.A del Anexo 5 muestra los valores aqui representados. En la parte
inferior se informan los valores de concentracién de nitrato (N) en gr/L y de intensidad de luz

(L) en ymol/m?s para cada experiencia.

El rendimiento maximo tanto de clorofilas (18.84 ug chl/mL/dia) como de carotenoides
(8.87 ug car/mL/dia) fue observado en la EXP 2, en condiciones de baja intensidad de luz y
elevada concentracion de nitrato (80 umol/m?s y 0.381 gr/L). A su vez, el rendimiento minimo
en la producciéon de pigmentos (0.837 ug car/mL/dia y 0.525 ug chi/mL/dia) fue observado en la
EXP 13, en condiciones de intensidad de luz media y baja concentracion de nitrato (168
pumol/m?s y 0.065 gr/L). Estas dos experiencias obtuvieron similar rendimiento de biomasa,
aunque fue un poco mas elevado en EXP 13 (0.096 por sobre 0.089 mg/mL/dia), cultivada a
mayor intensidad de luz y menor concentracion de nitrato. A pesar de la maxima produccion de
pigmentos, en la EXP 2 se observo un bajo rendimiento de biomasa (por debajo de las EXP
Control, 9, 10, 7y 13).
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Los mayores rendimientos de clorofila fueron obtenidos en las EXP 2, 3, 9y 7, que
fueron cultivadas con alta concentracidon de nitrato, excepto en el caso de la EXP 3, donde la
concentracidn era equivalente al control, pero la intensidad de luz fue menor.

El maximo rendimiento de biomasa (0.205 mg/mL/dia) se observé en la EXP 9,
registrandose valores muy superiores al valor minimo observado en la EXP 12 (0.071
mg/mL/dia), que fue cultivada a la misma intensidad de luz (256 pmol/m?s). EI minimo
rendimiento de biomasa de la EXP 12 fue similar al de la EXP 8 (0.076 mg/mL/dia) cultivada a
igual concentracion de nitrato y menor intensidad de luz, y de la EXP 3 (0.075 mg/mL/dia),
cultivada con mayor concentracion de nitrato y menor intensidad de luz. Se destaca que la EXP
3 fue la que obtuvo mejor rendimiento de pigmentos de estas tres EXP.

La EXP 10 arrojé resultados similares al Control. Sin embargo si se compara con la EXP
7 (con la que tuvieron similar rendimientos de biomasa) el rendimiento de pigmentos fue mayor
en la EXP 7, que fue cultivada a menor intensidad de luz que la EXP 10 y con mayor
concentracién de nitrato que las EXP Control y 10.

En las EXP con la misma intensidad de luz, se observé que el rendimiento de pigmentos
estuvo relacionado a la concentracion de nitrato. Para las intensidades de luz de 168 ymol/m?s
(EXP control, 7 y 13), 80 umol/m?s (EXP 2 y 8) y 256 umol/m3s (EXP 9 y 12), el mayor
rendimiento en la produccion de pigmentos se observé a mayor concentracion de nitrato.

Si en cambio se evaluan las experiencias cultivadas con la misma concentracion de
nitrato, se observa que el mayor rendimiento de produccién de pigmentos ocurri6 a menores
intensidades de luz. Con una concentracién de 0.25 gr/L, de las EXP Control, 3 y 10, se
observé mejor rendimiento en la EXP 3, donde la intensidad de luz fue menor. De las EXP 2y
9, con 0.381 gr/L de nitrato, la EXP 2 que se cultivé a menor intensidad de luz arrojé mejores
resultados en cuanto al rendimiento de la produccién de pigmentos. Lo mismo se observé en
las EXP 8 y 12, cultivadas con 0.119 gr/L de nitrato, donde la EXP 8, expuesta a una intensidad

de luz menor, produjo pigmentos con un rendimiento levemente mayor.

Modelos sugeridos por Design Expert

Del analisis exploratorio de los datos, se observoé que los mismos cumplieron con los
supuestos requeridos para la aplicacién del modelo, entre ellos:
-Aleatoriedad de muestras. La toma de muestra fue aleatoria dentro de cada FBR.

-Independencia. Cada EXP fue realizada de manera independiente en un FBR.
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-Homocedasticidad. En lineas generales, las varianzas de los residuos se mantuvieron dentro
de los limites del test.
-Normalidad. Se cumplié en lineas generales, aunque la mayor normalidad de los residuos
existié para el caso de la biomasa.

Tanto la verificacion de los supuestos asi como resultados de los polinomios, tablas de
ajuste y contribucidén de cada variable a la suma de cuadrados del modelo se encuentran en
Anexo 5.

Modelo para rendimiento de carotenoides

Dentro del rango evaluado, el modelo predijo que a menor intensidad de luz y mayor
concentraciéon de nitrato el rendimiento en la produccién de carotenoides se veria incrementado
(Fig. 36). La contribucion fue mayor por parte de la luz que aportd un 52.5% de explicacion al
rendimiento de la produccion de carotenoides, por sobre el nitrato (24.3%) y la interaccién entre
variables (14.88%). El coeficiente cuadratico de la concentracion de nitrato aporté en mayor
porcentaje (5.59%) que el de luz (2.7%).

Predicted vs. Actual Rendimiento aparente CAR (ug CAR / mg X)

03

10 _|

Predicted
B: Concentracién de Nitrato (g/L)

0 2 4 6 8 10 120 144 168 192 216

Actual A: Luz (umol/m2 s)

Figura 36 - Ajuste de datos al modelo para el rendimiento de produccion de carotenoides

totales en Tetradesmus sp. en funcion de la intensidad de luz y concentracion de nitrato.
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Modelo para rendimiento de clorofilas

Dentro del rango evaluado, el modelo predijo que a menor intensidad de luz y mayor
concentracion de nitrato el rendimiento en la produccién de clorofilas se veria incrementado
(Fig. 37). En este caso la concentracion de nitrato contribuyé con 37.03% de explicacion al
modelo por sobre el 26.39% de intensidad de luz. Tanto el coeficiente cuadratico de la
intensidad de luz (17.44%) como el de nitrato (11.582%), fueron superiores al de la interaccion

entre variables (7.29%).

Predicted vs Actual Rendimiento aparente CHL (ug CHL / mg X)

20 _|
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>
B: Concentracion de Nitrato (g/L)

0 5 10 15 20 120 144 168 192 216

Actual Al Luz (umol/m2 s)

Figura 37 - Ajuste de datos al modelo para el rendimiento de produccién de clorofilas totales en

Tetradesmus sp. en funcion de la intensidad de luz y concentracion de nitrato.

Modelo para rendimiento de biomasa

Dentro del rango evaluado, el modelo predijo que a mayor intensidad de luz y mayor
concentracion de nitrato el rendimiento en la produccion de biomasa se veria incrementado
(Fig. 38). En este caso se observé que cada variable por separado contribuyé de manera
aproximadamente equitativa, con un 25.07% de explicaciéon por parte de la concentracién de
nitrato que superd levemente al 24.44% de intensidad de luz. El coeficiente cuadratico de la
intensidad de luz fue cercano al de los coeficientes lineales (22.53%), y superdé tanto al aporte

del nitrato (16.19%) y de la interaccion entre variables (11.74%).
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Predicted vs. Actual
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Figura 38 - Ajuste de datos al modelo para el rendimiento de produccion de biomasa en

Tetradesmus sp. en funcion de la intensidad de luz y concentracion de nitrato.

Propiedades Opticas

A continuacion, se representan y comparan sélo algunos estados de determinadas

experiencias que mostraron cambios mas significativos entre ellas (Fig. 39).

Coeficientes intrinsecos de Absorcion
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Figura 39- Coeficientes intrinsecos de absorcion al dia final 15 en las EXP Control, 7, 2,9y 13
para Tetradesmus sp.
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Se observa que tanto la EXP 2 como el Control presentaron una tendencia muy similar
en cuanto a la forma de la curva, pero se observdé mayor absorcién en la primera, que habia
obtenido mayor rendimiento de clorofilas totales.

El espectro de absorcion intrinseco de la EXP 9 y EXP 7 fue similar como también lo
fueron sus condiciones de cultivo, rendimientos, cantidades de biomasa y pigmentos al dia
final. Se observé mayor absorcién en la region de las clorofilas a y b en la EXP 9, de la misma
manera que se observd una leve mayor concentracion de clorofilas totales al dia final. Sin
embargo, sus niveles de absorcidn quedaron por debajo de las EXP 2 y Control.

Es notable una mayor absorciéon en la region de los carotenoides por parte de la EXP
13, que presentd un destacado pico en 445 nm que coincide con uno de los picos de luteina.
Ademas, se observdé mayor absorcion que en las EXP 7 y 9 entre los 500 y 510 nm. Cabe
destacar que la EXP 13 fue la unica donde se obtuvo mayor cantidad de carotenoides que
clorofilas, que en parte se puede apreciar de manera notable en los coeficientes especificos de

absorcion (CEA) en el tiempo (Fig. 40).

Coeficientes especificos de Absorcion - Exp 13
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Figura 40 - Coeficientes especificos de absorcion para Tetradesmus sp. en la EXP 13 para 4
instantes de tiempo, correspondientes a los dias 0, 3, 8 y 15.

Al dia final (Fig. 41) se observa que el control absorbié efectivamente mas luz que el
resto de las EXP. A este mayor nivel de absorcioén, le siguieron dos series de grupos en orden
descendiente, uno conformado por las EXP 9, 7 y 2, con mayor cantidad de nitrato y clorofilas,

y otro por las 3, 8, 12 y 13, con contenido de nitrato y clorofilas medio-bajo.
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Coeficientes Especificos de Absorcion al dia final por experiencia
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Figura 41 - Coeficientes Especificos de Absorcidon de suspensiones de Tetradesmus sp. al dia

50



Para la EXP 10 no se observé un patrén que coincida con uno de los dos grupos
mencionados. La EXP2, que se mantuvo siempre de color verde, absorbié mas efectivamente
la luz (cuya intensidad fue de 80 umol/m?s). Se observa también que en esta experiencia la
absorcion en los 670 nm correspondiente a las clorofilas a y b fue mayor que en la 13, la cual

se torno de color anaranjado al dia final (Fig. 41, grafico inferior).
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DISCUSION

El cultivo de microorganismos fotosintéticos ha representado un avance en numerosas
areas de la biologia, que actualmente se orientan en la investigacion aplicada al descubrimiento
y desarrollo de productos naturales a partir de los metabolitos que producen (Blunt et al., 2016;
Wells et al., 2017). A continuacion se discutiran los resultados obtenidos para cada uno de los

objetivos que se plantearon en este trabajo para contribuir al conocimiento en estos campos.

Como establecimiento de las condiciones de cultivo, 25°C y 70% de intensidad luminica
de la camara de cultivo (168 pmol/m?s en el centro de la misma) fueron adecuadas para
propagar cultivos de las 3 especies de microorganismos fotosintéticos evaluadas
(Synechococcus sp., A. maxima y Tetradesmus sp.). Sin embargo, si se desean determinar las
condiciones de crecimiento O6ptimo deberian realizarse mayor numero de experiencias
modificando las variables utilizadas.

El mejor crecimiento de la especie aislada Tefradesmus sp. en el medio de cultivo BBM
por sobre BG-11 coincide con lo propuesto en Andersen (2005) que sostiene que BBM es un
medio propicio para cultivar eucariotas. Que otros autores como Xin et al. (2010) o Chen et al.
(2020) hayan empleado BG-11 para cultivar cepas del mismo género de manera efectiva, da
cuenta de la plasticidad que pueden presentar estos microorganismos. BG-11 es un medio
tipico para el cultivo de cianobacterias, o que se ha podido corroborar en este trabajo con el
desarrollo de los cultivos de Synechococcus sp. y A. maxima en este medio.

En cuanto a la colecciéon de microorganismos fotosintéticos, se la logrd constituir con
especies de elevado potencial biotecnolégico. En lineas generales, H. pluvialis se caracteriza
por la elevada productividad de astaxantina, A. maxima y otras “spirulina” cuentan con
numerosos antecedentes en cuanto al desarrollo de suplementos nutritivos, y diversas cepas
de Synechococcus sp. presentan interés por sus pigmentos fotosintéticos y por ser organismos
modelo, al igual que C. vulgaris (Meeting, F.B., 1996; Suarez-Montes et al., 2002; Six et al.,
2004; Silva et al., 2014; Krienitz et al., 2015; Martins et al., 2021). En el desarrollo de esta
tesina se incorpor6 también a la coleccion a Tefradesmus sp. aislada de una laguna
perteneciente a la llanura aluvial del rio Parana, que como cepa nativa tiene potencial para la
investigacion y desarrollo en estos campos. El hecho de incorporar especies regionales

aumenta el valor intrinseco de esta coleccion.
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En cuanto a los cultivos de las dos especies de cianobacterias en FBR, la menor
productividad observada de Synechococcus sp. en comparacion con A. maxima se debe a que
la primera es una picocianobacteria de muy pequefio tamafio (0.8 a 1.5 um). En el caso de A.
maxima, ésta no solo presentdé una mayor productividad sino también una mayor variabilidad en
los registros de biomasa, lo que puede deberse a la formacion de conglomerados celulares
causados por la propia fisonomia celular de las cianobacterias filamentosas, los que pueden
influir al momento de tomar las muestras. En lineas generales, los valores de biomasa
obtenidos para estas cepas cultivadas en BG-11 son acordes a resultados publicados, de 2
mg/mL al dia 15 para A. maxima (Marrez et al.,, 2013) y de 1.6-1.7 mg/mL para la fase
estacionaria (dias 14-15) de Synechococcus sp. (Parthiban & Jambulingam, 2023).

Se destaca que el buen ajuste lineal de produccién de biomasa respecto al tiempo para
ambas especies se da en los primeros 15 dias de cultivo. De haberse continuado la experiencia
en el tiempo, se habria arribado a un ajuste mas bien logistico, marcado por la etapa de
estabilizacion y de posterior decrecimiento (Lee et al., 2015).

La curva de calibrado DO respecto a Biomasa obtenida para Tetradesmus sp., con un
ajuste altamente significativo, permitiria optimizar el tiempo al momento de realizar
seguimientos a cultivos de esta especie bajo las condiciones dadas, ya que con sélo determinar
la DO a 750 nm, se podria estimar la cantidad de biomasa en el cultivo al menos en los
primeros 15 dias. Esto es beneficioso debido a que la técnica para determinacién de DO es
mas simple y rapida que la de biomasa. Los mayores contratiempos de la primera técnica
podrian surgir al momento de tener que realizar diluciones si la concentraciéon del cultivo lo
requiere para obtener un resultado dentro del rango de mayor precision del instrumento (de 0 a
3). Sin embargo, el tiempo destinado no seria considerable si se compara con el necesario para
desarrollar la segunda técnica. Otra ventaja ademas del tiempo, es el menor volumen de cultivo
gue se necesita sobre todo en etapas tempranas en las que se deben concentrar al menos 10
mL para obtener un valor de biomasa medible con bajo nivel de error. Una de las desventajas
en el empleo de la DO para determinar biomasa por curva de calibrado podria ser que
justamente se realiza una estimacion del valor de biomasa, y no una medida directa de la
variable.

En cuanto a la produccion de biomasa de Tetradesmus sp. cultivada en FBR, se
lograron rangos similares a los reportados en bibliografia (Oliveira et al., 2021). EI modelo
logistico que sigue la producciéon de biomasa y la cantidad de células a través del tiempo de
cultivo es el esperable para un sistema biolégico. En relacion al crecimiento exponencial del

numero promedio de células respecto al tiempo de cultivo observado entre los dias 3 y 6,
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podrian evaluarse en posteriores ensayos si este comportamiento se da, porque el cultivo inicia
con un valor de biomasa muy bajo y debido a las sucesivas divisiones asexuales recién a partir
del dia 3 se produce el crecimiento exponencial; o bien porque las células necesitan atravesar
primero una fase de aclimatacion de 3 dias para desarrollarse exponencialmente
independientemente de la cantidad de inéculo inicial. Esto se podria dilucidar repitiendo
ensayos donde se varie la biomasa inicial y se observe el crecimiento, sobre todo entre los dias
5 y 7. Ademas, seria oportuno evaluar si la capacidad de carga del sistema FBR 1L (168
pmol/m?s de intensidad de luz, 0.25 gr/L de nitrato, 25°C) se encuentra efectivamente en el
orden de los 3 mg/mL o 4.107 células, independientemente de la biomasa inicial.

En cuanto a la proporcién de ecomorfos en el tiempo, segun bibliografia (Smith, 1913;
Trainor, 1996) y observaciones personales, puede decirse que los cultivos de Tefradesmus sp.
que son mantenidos en ceparios tienden a presentar un morfotipo unicelular (Cl) por sobre la
agrupacion en cenobios. Tanto en cultivos como en sistemas naturales, la forma mas comun de
reproduccion en Scenedesmus (sinonimos taxondmicos con Tefradesmus en algunos casos) es
asexual (Smith, 1913; Trainor, 1996). Esto involucra la produccion de cenobios por medio de 1
a 4 sucesivas divisiones dentro de cada célula, lo que genera la liberacién de nuevos cenobios
de 2, 4, 8 0 16 células. Cada una de las 4 células de un cenobio reproductivo es independiente
y totipotente, por lo que un cenobio de 4 células podria producir hasta 64 células (Smith, 1913).
Por otro lado, los morfotipos unicelulares (Cl) no son cenobios fragmentados, sino un estado
diferente, que surge cuando luego de la division dentro de la madre las células no logran
cementarse, ya sea por una falla en la produccién de sustancia cementante o bien debido a la
generacion temprana de espinas u ornamentaciones (en caso de existir en la cepa) que
impidan el acoplamiento (Trainor, 1996).

Como los inéculos para iniciar los cultivos en FBR surgieron de cultivos en buen estado,
es esperable que al dia 0 se haya observado una mayor proporcion de células individuales (Cl)
por sobre los otros ecomorfos. En el dia 3 se observd que la mayor proporcidon de formas
celulares correspondio al de cenobios de 4 células (C4). Esto se encuentra relacionado a la
biologia reproductiva del género antedicha, en la que cada célula es independiente y totipotente
para producir los cenobios (Smith, 1913; Trainor, 1996). En consecuencia, la significativa
predominancia de cenobios C4 en el dia 3 podria explicar en parte el crecimiento exponencial
del numero de células y biomasa entre el dia 3 y 6. A partir del dia 6-8 se observo una
disminuciéon en la proporcion de C4 y un predominio del morfotipo Cl. Una posible explicacion
es que el morfotipo unicelular (Cl), con mayor probabilidad de dispersién y favorable relacion

superficie/volumen, se presente sobre todo en condiciones ambientales donde las posibilidades
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reproductivas sean limitadas, debido por ejemplo a estrés por falta de nutrientes, limitaciéon de
espacio, falta de luz debido a un efecto sombra por parte de las otras células, entre otros
factores (Egan & Trainor, 1989; Shafik, 2000; O'Donnell et al., 2013). Estos fendmenos podrian
desencadenar respuestas en los organismos a nivel de cambios morfolégicos propios de la

plasticidad fenotipica que caracteriza al género (Morales & Trainor, 1997; Lirling, 2003).

La evaluacion de la morfologia de las células de Tetradesmus sp. en condiciones
normales y de estrés fisiologico permiti6 observar diferencias significativas entre ambos
estados. Segun los resultados de las mediciones de individuos en condiciones normales, se
puede inferir que las células individuales son en general mas anchas y tienen un mayor tamafio
del pirenoides que cuando estan agrupadas. En cambio, la falta de pirenoides en células
estresadas podria indicar que éste se consumio6. El pirenoide contribuye al almacenaje de
RuBisCO (ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxidasa, enzima que cataliza tanto la fijacion del
CO, en carbohidratos asi como la fotorrespiracién en plantas superiores y algunas algas verdes
y rojas), por lo que su ausencia podria dar indicio de una menor actividad fotosintética (Dehning
& Tilzer, 1989). Fue notable la menor variabilidad en las dimensiones de las células regulares,
sobre todo en el ancho, lo cual podria estar indicando una mayor estabilidad y conservacioén de
los caracteres morfologicos en las células regulares. Estas caracteristicas observadas
confirman la plasticidad fenotipica reportada en este grupo de microalgas (Morales & Trainor,
1997; Lurling, 2003), apreciable en la diversidad de formas que presentaron las células en un
cultivo donde no hubo recambio de nutrientes. El hecho de que en cultivos preservados en
laboratorio sea muy frecuente observar células individuales por sobre cenobios, ha llevado a
numerosos conflictos taxonémicos. Esto sumado a la variabilidad morfolégica segun las
condiciones ambientales da pie a que la caracterizacidon genética de los organismos sea una
complementariedad necesaria a la microscopia (Johnson et al., 2007).

La caracterizacion genética se pudo realizar en base a la informacioén obtenida mediante
la secuenciacion del fragmento del gen 18S ARNTr. La obtencién de un 99.7% de coincidencia
entre el fragmento secuenciado y una secuencia de Tetradesmus obliquus CCAP276/3A
(Bradley et al., 2016), indica que la cepa aislada podria ser de la especie Tefradesmus
obliquus, aunque no se puede asegurar que se trate de la misma cepa al no haberse
observado un 100% de identidad con la secuencia de referencia.. Se observé ademas el mismo
porcentaje de similitud entre la secuencia de la cepa aislada y secuencias de los géneros
Scenedesmus sp. y Tetradesmus sp. Esto podria explicarse por un lado, al fragmento del gen

18S ARNr utilizado en este trabajo, que podria no conservar la suficiente variabilidad para
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diferenciar entre algunas especies de distintos géneros. Otra posible explicacion es que existan
errores en la asignacién taxonémica de las secuencias de referencia, en parte debido a los
numerosos cambios en su clasificacion taxonomica que han sufrido estos géneros (Wynne &
Hallan, 2015; Hegewald & Nobutaka, 2003; Adl et al., 2019; Oliveira et al., 2021).

La primera descripcién de lo que actualmente se denomina Tetradesmus obliquus fue
realizada por Turpin bajo el nombre de Achnanthes obliqua en 1828, que la ubicé dentro del
grupo de las diatomeas (Bacillariophyceae). Un ano después, Meyen describié el género
Scenedesmus, que incluia todas las algas verdes cocoides autospéricas con cenobios planos o
curvos, por lo que el descubrimiento de Turpin queddé contenido en este nuevo género
(Scenedesmus Meyen). Puntualmente el género Tetradesmus como tal, fue descrito por Smith
(1913) tomando como tipo a Tetradesmus wisconsinensis G. M. Smith, pero el género fue
rapidamente incluido dentro de Scenedesmus Meyen por Chodat (1913). Fue este mismo autor
quien en 1926 propuso numerosos subgéneros para organizar las relaciones taxonémicas
dentro de Scenedesmus Meyen por Chodat (1926). Posteriormente, estos subgéneros fueron
reclasificados a tres: Scenedesmus, Desmodesmus y Acutodesmus (Hegewald 1978).
Finalmente, en 2015 se propuso la reinsercién del género Tetradesmus (Wynne & Hallan, 2015)
conformado por once taxones de Acutodesmus, con la especie tipo Tetradesmus
wisconsinensis. Este género queda clasificado dentro de la familia Scenedesmaceae, dentro
del orden Sphaeropleales. Tanto en la asignacion taxondmica como en el arbol filogenético
obtenido quedaron en evidencia los conflictos taxonémicos dentro de este grupo. En futuros
trabajos en los que se caracterice a cepas aisladas del orden Sphaeropleales, se recomienda el
empleo de herramientas gendmicas y filogenémicas, ya que son claves para la correcta

clasificacion de especies de este grupo.

Las PO representan la interaccién de la luz con un cultivo en un instante de tiempo en
particular. Estas propiedades reflejan la situacion entre la luz y todas las variables que existen
en ese cultivo: la disposicidn espacial de las células, agrupaciones, la concentraciéon y
disposicion de pigmentos y metabolitos, entre otros, en ese instante. Ademas, se deben tener
en cuenta otros factores relacionados al estado de saturacion de los fotosistemas y los posibles
cambios estructurales que les pueden suceder en el tiempo, como ser la cantidad y tamano de
las antenas, su distancia al resto de la cadena metabdlica fotosintética y la disponibilidad de los
componentes de dicha cadena (Melis et al., 1996, Melis et al., 1998; Melis, 2009; Niizawa et al.,
2014).
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Se obtuvo que los coeficientes de dispersion fueron mayores a los de absorcién, lo que
es de esperar ya que no toda la energia luminosa que se absorbe es luego utilizada como
energia quimica: parte se disipa por fendmenos térmicos y parte por fluorescencia (Pilon et al.,
2011).

El estudio de las PO en los cultivos de Tetradesmus sp. bajo condiciones de luz,
concentracion de nitrato y temperatura estandares (168 pymol/m?s, 0.25 gr/L, 25°C), permitié
describir el patron de crecimiento y fisiologia de esta especie bajo dichas condiciones. Este
patron permitiria comparar el comportamiento de esta especie con otras cultivadas en esas
condiciones, e incluso sera de utilidad para discutir los cambios observados al variar la
concentracion de nutrientes e intensidad de luz en la misma especie.

En el caso de los coeficientes de absorcion intrinsecos en cultivos de Tefradesmus sp.
los valores mas bajos de absorcion se observaron en el dia 8, dia que coincide con la maxima
cantidad de células y elevado valor de biomasa que tiende a la fase estacionaria observada. En
esta fase no es significativamente alta la cantidad de biomasa que se continua produciendo, y
la absorcion tampoco es muy elevada, por lo que seria un buen momento para renovar el
cultivo si se trata de uno continuo. La disminucion en los niveles de absorcion intrinsecos a
medida que pasa el tiempo, puede responder a la dinamica de los FBR, ya que cuando los
niveles de biomasa aumentan se produce un efecto sombra en el interior del FBR (Takache et
al., 2012; Niizawa et al., 2014). Por este motivo sélo las células mas cercanas a las paredes del
recipiente pueden potencialmente absorber parte de la luz suministrada, y cuando aquellas
células que por el mezclado pasan hacia la zona iluminada la energia a la que estan expuestas
es tan elevada que no logran aprovechar la totalidad de ésta debido a que en este estado del
cultivo los fotosistemas (en caso de eucariotas), o sus homodlogos ficobilisomas en las
cianobacterias disminuyen su rendimiento como consecuencia de cambios en las antenas (que
aumentan su tamarfio) y/o en las clorofilas (que disminuyen su concentracion). Esto se ve
reflejado en la menor absorcidn y aprovechamiento de la luz. EI hecho de que las
cianobacterias presenten ficobiliproteinas accesorias que permiten la captura de luz en un
amplio espectro de longitudes de onda, puede justificar las diferencias observadas en los
coeficientes de absorcion y dispersion entre las cianobacterias Synechococcus sp. y A.maxima
evaluadas y Tefradesmus sp.

En cuanto a los coeficientes de dispersion obtenidos para Tetradesmus sp., la baja
variabilidad en los valores registrados puede deberse a la presencia de todos los componentes
de la suspension que no tienen valores de absorcion particulares (como las paredes, proteinas

y otros metabolitos). En los resultados intrinsecos si es relevante que la dispersion disminuya
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en las etapas finales, lo que puede deberse a la mayor biomasa en esos momentos (la luz que
no es absorbida por una célula puede refractarse y ser absorbida por otra célula cercana).
(Niizawa et al., 2017). El hecho de que al dia 0 la dispersidén especifica sea tan baja, puede
deberse a la relacién con la también baja biomasa en ese dia, que tal vez no llega tener un

efecto notable en la dispersion.

En el estudio de contenido de pigmentos fotosintéticos de Tetradesmus sp. bajo
distintas concentraciones de nitrato e intensidad de luz se registraron rangos de valores
(Clorofilas totales 772 ug/gr (EXP 13) - 18389 pg/gr (EXP 2); Carotenoides totales: 970 ug/gr
(EXP 13) — 4230 pg/gr (EXP 9)), que se encuentran dentro de los reportados en la bibliografia
para Tetradesmus obliquus (Tabla 3, de Oliveira et al., 2021). En particular, la concentracion de
clorofilas totales minimas obtenidas fueron algo mas bajas de lo reportado, lo que se podria
explicar por las diferencias en la calidad de la luz empleada o en la calidad nutricional del
medio. Sin embargo, la concentracién de clorofilas maximas arrojaron un buen valor
considerando que el maximo reportado solo para las clorofilasl a es de 18000 pg/gr . También
este es el caso de los carotenoides, en los que se observo un elevado valor minimo si se
compara con el minimo de luteina reportado, y un elevado valor maximo. Cabe destacar el
notable aporte de la luteina por sobre el resto de pigmentos carotenoides en las cifras de

referencia.

Tabla 3 - Perfil de concentracion de pigmentos para Tetradesmus obliquus (extraido de Oliveira
et al.,, 2021).

Pigmento Concentracion (pg/gr) Referencia
Astaxantina 22 — 75 (en peso humedo) Mansouri y Hajizadeh (2018)
Clorofila a 800 — 18 000 Maroneze et al. (2019) y Oliveira et al. (2020a)
Clorofila b 895 — 4348 Maroneze et al. (2019) y Singh et al. 2020
Luteina 63 — 3630 Ho et al. (2014) y Maroneze et al. (2019)
Neoxantina 36 — 322 Maroneze et al. (2019)
Violaxantina 2-109 Maroneze et al. (2019)
pB-Caroteno 7 - 560 Maroneze et al. (2019) y Singh et al. (2020)
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Se logré obtener un mapeo de una zona del modelo al cual se ajustan los resultados,
que permitiria orientar posteriores ensayos para obtener los valores 6ptimos de las variables de
cultivo. En condiciones de concentracion de nitrato similares, el mayor rendimiento en la
produccién de pigmentos se registré en los experimentos con menor intensidad luminica. Este
resultado demuestra una mayor promocién de la produccién de estos metabolitos de la cepa
aislada orientada a la mayor eficiencia en la absorcién de la escasa luz presente. A su vez, en
experiencias sometidas a la misma intensidad de luz, se observé un mayor rendimiento en la
produccién de pigmentos en condiciones con mayor concentracidon de nitrato, lo que es logico
en cuanto a la mayor disponibilidad del nutriente para satisfacer la demanda de las vias
metabdlicas.

En cuanto a los rendimientos de biomasa, se observé que en condiciones de intensidad
de luz similares, la productividad disminuye a menor contenido de nitrato, como se observé en
las EXP Control y 7 en relacién a 13, y en la 9 respecto a 12. Esto es de esperar debido a la
importancia de este macronutriente en el medio de cultivo para el desarrollo de la cepa (como
se describe en Anexo 1). Sin embargo, en condiciones de baja intensidad luminica como en las
EXP 2 y 8, la biomasa registrada no varié6 notoriamente pese a la diferencias en la
concentracion de nitrato. Esto puede deberse a que las células destinaron mas energia en la
produccién de pigmentos para la absorcion de luz que para la produccidén de biomasa. Por otra
parte, en condiciones similares de concentracion de nitrato, el rendimiento en la produccion de
biomasa fue mayor en condiciones de mayor intensidad de luz, (por ejemplo EXP Controly 10
respecto a 3, y 9 respecto a 2). Esto indica la importancia de la luz al momento de fijar el
carbono para producir biomasa bajo la misma condicién nutritiva. (Zhang et al., 2015; Schediwy
et al., 2019). Sin embargo, en condiciones de baja concentracion de nitrato, esta diferencia no
fue tan notoria (por ejemplo EXP 8 y 12); lo que puede ser explicado por la baja concentracion
de nitrato en esos cultivos, que actué de manera limitante por sobre el recurso luz (Leonardi et
al., 2019). En este caso, una mayor absorcion de luz no es posible debido a la falta de clorofilas
para que inicien la ruta fotosintética.

En los modelos obtenidos para cada variable, en todos los casos se observa interaccion
entre las variables, aunque en diferente grado. Es de esperar la significativa contribucién del
coeficiente lineal de la intensidad de luz en el caso de la produccién de carotenoides debido al
mecanismo que dispara la expresion de estos pigmentos. Sin embargo, se observo que en los
coeficientes cuadraticos la concentracion de nitrato aporté mas que la intensidad de luz, por lo
que pequeias variaciones en la concentracién de nitrato producirian un efecto mas significativo

que la intensidad de luz en la variable respuesta. Para el caso de los coeficientes obtenidos
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para el rendimiento de clorofilas, se puede decir que la concentracion de nitrato ejerce una
mayor influencia que la luz, aunque leves variaciones en esta ultima variable considerando el
coeficiente cuadratico tendria una influencia notoria en la concentracidén de clorofila. Por ultimo,
al evaluar los coeficientes cuadraticos para el rendimiento de biomasa, se observé que
pequefas variaciones en intensidad de luz podrian producir una influencia notable en la
variable de respuesta.

En base a los resultados obtenidos puede decirse que si se desean obtener cultivos con
elevado desarrollo tanto de pigmentos como de biomasa, se podrian recomendar condiciones
como las de las EXP 9 o 7, aunque si los cultivos se quisieran orientar mas bien a la produccién
de pigmentos, probablemente condiciones como las de la EXP 2 serian adecuadas. Si en
cambio la finalidad de la produccion del cultivo esta dirigida a la produccion de biomasa, las
condiciones mas adecuadas serian las reportadas en la EXP control, 7, 9 o 10. En este ultimo
caso, la EXP control seria conveniente en cuanto al uso de recursos, ya que las condiciones
implican menor intensidad de luz y menos cantidad de nitrato que las otras EXP. En funcién a
esto es importante tener en cuenta que todas las experiencias fueron realizadas con inéculos
de cultivos con células fotoaclimatadas a las condiciones control.

Queda en evidencia entonces que para esta cepa no es posible encontrar una condicién
que permita obtener maximos valores de biomasa y pigmentos a la vez. Lo mismo sucede para
la mayoria de los microorganismos fotosintéticos que se desean emplear con fines industriales
(Pfaffinger et al., 2019; Zittelli et al., 2022). Asi, los resultados obtenidos sientan las bases para
futuros trabajos cuyo objetivo sea la produccién industrial de esta cepa, que se podria realizar
en dos etapas segun las condiciones 6ptimas halladas: una inicial orientada al desarrollo de
biomasa y otra de producciéon de pigmentos.

Para este proceso de escalado desde laboratorio a industria, las PO pueden ser de
utilidad. Se observo que al evaluar los coeficientes intrinsecos de absorcion al dia final en todas
las experiencias con Tefradesmus sp. existidé una similitud esperable entre las EXP 7y 9 por la
semejanza en la tendencia de los resultados obtenidos. Ahora bien, las diferencias detectadas
entre los espectros de las EXP 2 y 9, pueden deberse a la intensidad de luz a las que fueron
cultivadas (de 80 ymol/m?s para la EXP 2 y de 256 para la EXP 9). En este sentido, lo que
entra en juego son los cambios a nivel estructural de los aparatos fotosintéticos, ya que en
ninguno de los dos casos el nitrato fue una condiciéon limitante para la produccién de
pigmentos. Una posible respuesta puede ser que las células de la EXP2, posean mayor
numero de antenas, mas pequefias y cercanas a los complejos proteicos que siguen la via

fotosintética, que incrementa su efectividad, lo que tiene sentido si se considera que fueron
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cultivadas con baja intensidad de luz. Los resultados de las PO en cuanto a los espectros de
absorcion especifica para la EXP 13 en el tiempo, permiten detectar la regién temporal en la
que la absorcién por parte de las clorofilas disminuye, lo que permite inferir una menor
concentracion de las mismas y un aumento de carotenoides, entre ellos luteina. En el caso de
la comparacion de los espectros de absorcion especifica para las EXP al dia final, los
resultados entre las EXP 2 y 10 son esperables. La EXP 2, que se mantuvo verde hasta el dia
15, absorbi6 efectivamente mas luz con las altas concentraciones de clorofilas que presenté
(observadas en el pico a 670 nm), producto de la condicion de baja intensidad de luz a la que
fue sometido el cultivo. Sin embargo, por mas de que en la EXP 2 se obtuvo mayor
concentracion y rendimiento de carotenoides, la relacién clorofilas / carotenoides fue
practicamente 2/1, mientras que para la EXP 10 ambas variables fueron equitativas. Esto tiene
sentido desde una perspectiva de mayor sintesis de carotenoides relativos en la EXP 10 para
lidiar de una manera mas eficiente con los radicales libres cumpliendo su rol de proteccion. Se
observé ademas que la mayor absorcién de luz se dié en cultivos bajo condiciones control de
luz y nitrato. Esto es relevante si se considera que el control no obtuvo los maximos de
produccién ni de rendimientos de biomasa o pigmentos. El hecho de que la absorcién sea mas
efectiva, podria explicarse por la fotoaclimatacion a ese estado por parte de las células. Se
recuerda que los in6culos para todas las experiencias surgieron de cultivos que fueron
desarrollados bajo las condiciones control. Por lo tanto, todos los demas resultados podrian no
mostrar una absorcion mas efectiva debido a que en ningin momento se alcanzé un estado
estacionario en cuanto a las adaptaciones fisiolégicas que conducen a una real adaptacién a
las nuevas condiciones. En base a estos resultados, es destacable el uso de las PO como
variable de escalamiento de gran utilidad para trasladar cultivos desde niveles de laboratorio a
industriales, sobre todo teniendo en cuenta que estas propiedades representan un resumen de
todos los factores que se desean mantener constantes independientemente al volumen de los
reactores. Adicionalmente, se puede pensar en su futuro empleo como variable de control, de
manera tal que la determinacién de estas PO se encuentre coordinada con ejecutores que
generen cambios en variables como pH, temperatura y/o intensidad de luz que estén

direccionados a producir un estado particular en el cultivo.
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CONCLUSION

El trabajo realizado permiti6 cumplir con el objetivo general de esta tesina de disefiar
una metodologia para desarrollar una coleccion de cultivos de microorganismos fotosintéticos
eucariotas y procariotas. En ese sentido, se desarroll6 por primera vez en el INALI
(CONICET-UNL) una coleccion con representantes de 6 géneros de microorganismos
fotosintéticos. Cabe destacar que una de las especies, Tefradesmus sp., es una cepa nativa
aislada de un ambiente de la regiéon. La misma fue caracterizada de forma morfolégica,
genética y fisiolégica, y representa un valor adicional el tratarse de una clorofita cuyos
representantes son ampliamente utilizados en cultivos con potenciales aplicaciones en distintos
campos (como productores de biomasa, bioindicadores, productores de metabolitos de interés
comercial, etc.). En el marco de esta tesina, se trabajaron conjuntamente aspectos referidos a
las disciplinas de biologia y de biotecnologia, cuya interpretacioén y analisis conjunto permiten
una mejor comprensién de los aspectos necesarios para el desarrollo de cultivos de especies
con potenciales usos biotecnolégicos. Se espera que los resultados alcanzados sienten las
bases metodologicas para incorporar otras especies a la coleccion, y que permitan valorar la
importancia de contar con especies nativas para su empleo en ensayos y para explorar sus

potenciales propiedades y usos.
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ANEXOS

ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo artificiales son formulas comerciales disefiadas principalmente

para proporcionar medios simplificados y definidos, tanto para estudios experimentales como
para el mantenimiento rutinario de las cepas. Estos medios se pueden preparar tanto en forma
liquida como sdlida mediante el uso de agar al 2%. Variables como el pH o el suministro de
CO2 afecta el contenido de nutrientes y la bioquimica del medio. En este sentido, el pH varia
con la concentracion de CO2 derivada de la actividad celular propia como la respiracion y
fotosintesis: al reaccionar de manera reversible este gas con protones libres produce acido
carbonico.

En cuanto a la composicién de los medios, los elementos “esenciales” que deben estar
presentes pueden distinguirse en dos grandes grupos segun la cantidad en que son requeridos,

los macronutrientes y micronutrientes (Fox et al. 2018).

Macronutrientes

-Nitrégeno. El nitrégeno es uno de los principales atomos en la conformacion de las
estructuras de los organismos fotosintéticos, encontrandose en el cuarto lugar respecto a la
abundancia luego de H, C y O; y tercero en cuanto a la masa antecedido por C y O. Este
elemento es fundamental ya que se encuentra en los aminoacidos que luego forman proteinas,
en nucleédtidos transportadores de electrones como ATP o NAD(P)H y en los constituyentes de
acidos nucleicos, asi como en la estructura de pigmentos fotosintéticos como clorofilas vy
ficobilinas. Adicionalmente, la disponibilidad de nitrdgeno permite responder a condiciones
ambientales adversas, ya que interviene en la produccion de osmolitos (glicina, betaina,
prolina) en ambientes con elevada osmolaridad, y en la generacion del glutatién empleado para
combatir las especies reactivas de oxigeno. En cuanto a la asimilacion de nitrégeno en
microalgas, ésta generalmente se da cuando este atomo se encuentra en forma de iones nitrito
(NO2), nitrato (NOs) y amonio (NH<*). Sin embargo, algunas cianobacterias poseen rutas
metabdlicas que les permiten fijar nitrégeno molecular atmosférico (N,), capacidad conocida
como diazotrofia. (Raven et al. 2016). Tanto la fuente de nitrébgeno como la concentracion,
afectan la tasa de crecimiento de las microalgas y el contenido lipidico en sus plastos. (Kantas
et al. 2015).
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-Fésforo. En agua dulce, la relacion de N:P es mas elevada en comparacion a ambientes
marinos, por lo que en sistemas riberefios la produccién primaria se ve principalmente limitada
por la disponibilidad de fésforo. Este es un nutriente fundamental en cuanto al metabolismo
celular, ya que constituye las bases para el almacenamiento de energia en los enlaces de ATP.
Las moléculas que forma poseen ademas una funcién imperante en lo que respecta a las
estructuras: desde fosfolipidos que conforman la membrana celular hasta la formacién de
enlaces en los acidos nucleicos. Por lo general, la incorporacion de fésforo a los organismos
se da en la forma de fosfatos inorganicos ([PO.]3). Sin embargo, estudios recientes revelan que
compuestos organofosforados pueden significar una fuente de este nutriente en ambientes
acuaticos (Dyhrman et al. 2016).

-Azufre. Participa en la sintesis de aminoacidos sulfurados, membranas, paredes celulares,
compuestos tioles como el glutation que tiene funciones en respuesta al estrés, y la formacion
de enlaces disulfuro. (Prochazkova et al. 2014)

-Calcio. Esencial para la transduccion de sefiales y como promotor de respuestas de
resistencia frente al estrés (Gorain et al. 2013)

-Magnesio. Los iones de Mg poseen un rol fundamental en la activacion de la Acetil-CoA
carboxilasa y en la catalizacién de las primeras etapas de la sintesis de acidos grasos. (Gorain
et al. 2013)

-Cloro y Potasio. Reguladores osméticos, activadores de sistemas enzimaticos. Cloro

estimulador de la fotosintesis al intervenir en las reacciones de hidrélisis del agua.

Tanto el Nitrégeno y Fésforo como macronutrientes, al igual que muchos otros iones,
poseen generalmente una elevada solubilidad en agua y, a excepcién del amonio, no presentan
altos niveles de toxicidad. No sucede lo mismo en el caso de los micronutrientes, o elementos
traza, cuya elevada concentracion puede significar alta toxicidad para los organismos. Estos
elementos traza son fundamentales para llevar adelante actividades metabédlicas vitales, pero a
determinadas concentraciones que no comprometan la integridad celular. Es por ello que se los
considera nutrientes limitantes que influyen en el desarrollo de los organismos; pero también en
el modelado de las comunidades, ya que los requerimientos y niveles de toxicidad para cada
elemento difiere entre las especies. Dentro de estos elementos traza se encuentran los metales

como los que se destacan a continuacion, siguiendo a Sunda et al. (2005) y Quigg (2016).
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Micronutrientes

-Hierro. Involucrado en estructuras de enzimas y cofactores, en las cadenas transportadoras
de electrones en mitocondrias y cloroplastos, en reacciones de reduccion de nitritos y sulfitos,
en la fijacion de N, y en la detoxificacién de especies reactivas de oxigeno. Un detalle no menor
es que muchas veces el hierro puede formar complejos de o6xidos que precipitan, lo que
disminuye su biodisponibilidad.
-Manganeso. Es esencial para el crecimiento del fitoplancton, ya que esta involucrado en la
reaccion de fotdlisis del agua en los fotosistemas Il (PSIl) para dar inicio a la via fotosintética
(Sauer et al. 2004). Los fotosistemas son complejos multiproteicos, compuestos por los centros
de reaccién y los complejos de captacion de luz (LHC, por sus siglas en inglés) que forman las
antenas. Ademas, el manganeso permite el mantenimiento de la estructura de la membrana de
los cloroplastos y forma parte de enzimas de gran importancia, como la superéxido dismutasa
que cataliza la eliminacién de radicales superoéxido.
-Zinc. Constituye el grupo prostético en metaloenzimas como la anhidrasa carbénica,
fundamental en el transporte y fijacion de CO: . El zinc se encuentra también en las
denominadas nucleasas con dedos de zinc, involucradas en la regulacion de la transcripcién de
ADN, y en la fosfatasa alcalina, necesaria para obtener fésforo asimilable. Tanto el Cobalto
como el Cadmio en algunos casos, pueden sustituir al zinc en determinadas enzimas,
estructuras o procesos como la hidratacién o deshidratacién de CO..

-Cobre. Elemento fundamental en las citocromo oxidasas que conforman la cadena
transportadora de electrones respiratoria.

-Molibdeno. Junto con el hierro, este elemento, al encontrarse en las enzimas nitrato reductasa
y nitrogenasa, participa en la asimilacion de nitrato y la fijacion de N2 en organismos con esta
capacidad.

-Niquel. Necesario principalmente en organismos que utilizan urea como fuente de nitrégeno,
ya que esta presente en la estructura de la enzima ureasa que cataliza justamente la hidrolisis
de urea.

-Selenio. Este metaloide forma parte de enzimas glutatidn peroxidasas, que intervienen en las

reacciones con fines antioxidantes.
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Tabla 1.1.A - Composicion de los medios empleados. Bold's Basal Medium BBM (Sorokina et

al., 2020) y BG-11 (Stanier et. al., 1971).

Sustancia Composicion de Medios (griL)
BEM BG-11
MaM O 0.250 1.500
CcacClz - 0.003
CaClz.2H:0 0.025 -
MgSOs - 0.036
MgS0:-TH20 0.075 -
KzHP O 0.075 0.040
KHzP O 0.175 -
NaCl 0.025 -
FeS0us-THzO 0.005 -
Ma:EDTA-2H20 0.010 0.001
H:BOa3 0.008 -
(MH4)s[Fe(CeHs0r)z] - 0.012
MazC0a - 0.020
MaCeHs0r. - 0.009
Solucion de Metales (SM) 1 mL 1mL
Composicion de la SM {griL)
H:B Oz 2H20 2.860 8.050
MnCl-4Hz20 1.810 1.810
ZnS0y 0222 0222
Co{NOa)e-6H20 0.049 0.049
MaMoOs-5Hz0 0.390 0.390
CuS0s-5Hz20 0.079 0.079
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ANEXO 2

Coeficientes especificos de absorcidén:

CEA (1/mm) Synechococcus sp. CEA (1/mm) Arthrospira maxima
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Figura 2.1.A - Coeficientes especificos de absorcion para Synechococcus sp. y Arthrospira maxima al dia
inicial (azul) y al dia final (violeta) de cultivo.

Coeficientes especificos de dispersion:

CED (1/mm) Synechococcus sp. CED (1/mm) Arthrospira maxima
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Figura 2.2.A - Coeficientes especificos de dispersién para Synechococcus sp. y Arthrospira maxima al dia
inicial (azul) y al dia final (violeta) de cultivo.

Al comparar los promedios de los Coeficientes Especificos de Absorcién (1/mm) para
cada dia por especie (Fig. 2.1.A), se observé que la mayor absorcién de luz fue por parte de A.
maxima (0.176 1/mm al dia 7), seguida de Synechococcus sp. (0.108 1/mm al dia 8). Los
promedios de absorcion generales fueron de 0.102 y 0.07 1/mm para cada especie

respectivamente.
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A partir de las graficas puede decirse que las especies de cianobacterias tienen un
patrén de absorcion similar. El dia 0, independientemente de la longitud de onda, no superan
en ningun caso los 0.05 (1/mm). Luego a medida que pasa el tiempo, se registran valores
crecientes de CEA. En el caso de los Coeficientes Especificos de Dispersion (Fig. 2.2.A), si se
comparan los promedios para cada dia por especie, se obtiene que la menor dispersion de luz
fue por parte de A. maxima (0.260 1/mm al dia 7), seguida de Synechococcus sp. (0.207 1/mm
al dia 8). En los dos casos puede decirse que es mas la luz que se dispersa que la que se
absorbe.
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ANEXO 3

Tabla 1.3.A - Mix de PCR para volumen final 25 uL

Reactivo Volumen
Buffer 2,5uL
MgCl, 0,8 uL
dNTPs (10 uM) 2,5puL
BSA 0,5 pL
Primer 18S F (10 pM) 1L
Primer 18S 1200R (10 uM) 1L
Taq invitrogen 0,5 uL
Agua 15.2 uL
ADN 1L

Tabla 2.3.A - Datos de las secuencias escogidas para la construccion del arbol filogenético

Accession
Number

AY510463

AF008240

AY781663

AB511839

AB511835

M32703

u70792

FM205859

KJ616755

X62441

U70587

JN968585

Asignacion taxonémica
Acutodesmus deserticola
Chlamydomonas debaryana
Chlamydomonas globosa
Chlamydomonas orbicularis
Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas zebra
Chlorella sorokiniana
Chlorella sorokiniana
Chlorella sorokiniana
Chlorococcum diplobionticum

Chlorococcum minutum

Clado Asignado
Sphaeropleales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlorococcales
Chlorococcales
Chlorococcales
Chlorococcales

Chlorococcales

Referencia

Lewis et al. 2004

Buchheim et al., 2007
(in press)

Buchheim et al.
submitted 2004

Nakada et al. 2010
Nakada et al. 2010
Gunderson et al. 1987
Buchheim et al. 1997
Luo et al. 2010

Xi et al. submitted 2014
Huss et al. 1993

Buchheim et al. 2002

Hasikova submitted
2011

Link GenBank

https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AY510463

https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AF008240
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AY781663
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB511839
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB511835
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/M32703
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/U70792
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/FM205859
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/KJ616755
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/X62441
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/U70587

https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/JN968585
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uU70588

u70794

AB218708

JX316760

AB742452

AB012846

JX101327

FR865712

AB511841

X74002

FR865655

X56105

AF408246

X63520

AB037090

FR865722

FR865730

AB037095

FR865732

KJ676126

X56104

JN968582

AB037088

LC192133

HQ246322

KJ676128

Chlorogonium euchlorum
Chloromonas perforata
Chlorosphaeropsis alveolata
Coelastrella saipanensis

Coelastrella sp KGU-H001

Coelastrella striolata var multistriata

Desmodesmus communis
Desmodesmus pannonicus
Eudorina unicocca
Halochlorella rubescens
Parachlorella kessleri
Parachlorella kessleri
Paulschulzia pseudovolvox
Pseudochlorella pringsheimii
Scenedesmus costatus
Scenedesmus incrassatulus
Scenedesmus pectinatus
Scenedesmus regularis
Scenedesmus regularis
Scenedesmus vacuolatus
Scenedesmus vacuolatus
Tetracystis tetraspora
Tetradesmus acuminatus
Tetradesmus acuminatus
Tetradesmus bajacalifornicus

Tetradesmus dimorphus

Chlorococcales
Chlorococcales
Chlorococcales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales

Sphaeropleales

Chlamydomonadales

Sphaeropleales
Chlorococcales

Chlorococcales

Chlamydomonadales

Chlorococcales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales

Sphaeropleales

Buchheim et al. 2002

Buchheim et al.
submitted 1996
Watanabe et al.
unpublished

Chuck et al. submitted

2012

Aburai et al. 2013

Hanagata submitted

1998
Bica et al. 2012

https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/U70588
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/U70794
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB218708
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/JX316760
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB742452
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/AB012846

https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/JX101327

Gachon et al. submitted https://www.ncbi.nlm.nih.g

2011

Nakada et al. submitted

2009

Kessler et al. 1997

ov/nuccore/FR865712
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB511841
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/X74002

Gachon et al. submitted https://www.ncbi.nlm.nih.g

2011
Huss et al. 1990

Karol et al. submitted

2001
Huss et al. 1999

Hegewald et al.
submitted 2000

Gachon et al. submitted

2011

Gachon et al. submitted

2011
Hegewald et al.
submitted 2000

ov/nuccore/FR865655
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/X56105
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/AF408246
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/X63520
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB037090
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/FR865722
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/FR865730
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB037095

Gachon et al. submitted https://www.ncbi.nlm.nih.g

2011

Rosenberg et al. 2014
Kessler et al. 1997

Fulneckova et al. 2012

Hegewald et al.
submitted 2000
Yamaguchi et al.
submitted 2016

Hall et al. submitted

2010

Rosenberg et al. 2014

ov/nuccore/FR865732
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/KJ676126
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/X56104
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/JN968582
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AB037088
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/LC192133
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/HQ246322
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/KJ676128
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KF144164

KX427161

MG971386

KU900221

AJ249515

MH683871

Tetradesmus obliquus
Tetradesmus obliquus
Tetradesmus obliquus ABC009
Tetradesmus obliquus CCAP2763A
Tetradesmus obliquus UTEX1450

Tetradesmus sp YACCYB362

Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales

Sphaeropleales

Hodac et al. submitted
2013

Thiyam et al. submitted
2016

Koh et al. submitted
2018

Bradley et al. 2016

van Hannen et al.
submitted 1999
Wubulikasimu et al.
submitted 2018

https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/KF144164
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/KX427161
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/MG971386
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/KU900221
https://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/nuccore/AJ249515
https://www.ncbi.nim.nih.g
ov/nuccore/MH683871
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ANEXO 4
Calibracion del equipo de determinacién de propiedades 6pticas

Calibracion:
En la Fig. (4.1.A) se grafican los valores obtenidos de la calibracion. Se muestra la

intensidad espectral de la luz de la fuente (relativa al espectrometro) con respecto a las
longitudes de onda de todo el espectro visible (400-700 nm). Se destaca que los valores de
Intensidad se alteran al colocar la cubeta vacia, y que cuando se interpone la cubeta con agua
destilada, esta ultima ejerce un efecto denominado concentrador. Dicho efecto produce que los
rayos de luz se dispersen menos de lo que lo hacen en aire, por lo que los valores de
intensidad relativa con agua destilada son mayores a los de la cubeta con aire, aunque

menores a los registrados en ausencia de cubeta.
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Figura 4.1.A - Valores de intensidad relativos al espectrometro respecto a la longitud de onda

Etapa 2:
En (4.2.A) se observa una funcién que mejor representa la intensidad de luz registrada

por el receptor, segun el angulo con que el haz de luz incide en el mismo luego de atravesar
una muestra de cultivo de Tetradesmus sp. Esta caracterizacion direccional de la luz muestra
que en angulo 0, es decir sin movimiento del brazo mecanico, la intensidad es maxima. A ese
valor de Intensidad se relativizan el resto de Intensidades obtenidas. Se observa que los

valores de Intensidad disminuyen a una tasa considerable a medida que se aumenta el angulo
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de incidencia al receptor del brazo mecanico, tendiendo a la asintota 0 a partir del angulo critico
de 17°. Cabe destacar que la grafica obtenida refleja los datos obtenidos cuando el brazo
mecanico fue movido desde el 0 en una direccion. Al existir simetria, los datos obtenidos para
una direccién deberian corresponderse con los registrados al mover el brazo mecanico hacia la

direccién contraria respecto del angulo 0.
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Figura 4.2.A - Variacion de la Intensidad de luz relativa respecto al angulo de incidencia al

receptor
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Coeficientes intrinsecos de Absorcion:

Tabla 1.4.A - Coeficientes intrinsecos de absorcion promedio de suspensiones de Tetradesmus
sp. (BBM, 168 umoles de luz y 25°C) para 4 instantes de tiempo.

Longitud de DIAO DIA 3 DIA 8 DIA 15
onda (nm) Promedio SD Promedio sD Promedio SD Promedio SD
400 0.19800 0.00787 0.22693 0.00461 0.04933 0.00084 0.08800 0.00147
410 0.22077 0.00580 0.25570 0.00518 0.05739 0.00215 0.09949 0.00200
420 0.18880 0.00362 0.20109 0.00780 0.04480 0.00095 0.08616 0.00165
430 0.24554 0.00497 0.28691 0.00631 0.06336 0.00129 0.11449 0.00490
440 0.23001 0.00219 0.26254 0.00252 0.05718 0.00142 0.10678 0.00280
450 0.17468 0.00577 0.18831 0.00702 0.04126 0.00175 0.07954 0.00267
460 0.16592 0.00195 0.18028 0.00524 0.04017 0.00047 0.07493 0.00165
470 0.17323 0.00085 0.19728 0.00300 0.04253 0.00082 0.08011 0.00233
480 0.18949 0.00449 0.22518 0.00708 0.04855 0.00122 0.08590 0.00191
430 0.16598 0.00377 0.19463 0.00472 0.04296 0.00099 0.07740 0.00355
500 0.11023 0.00220 0.11759 0.00352 0.02635 0.00052 0.05036 0.00113
510 0.07002 0.00184 0.08341 0.00312 0.01801 0.00042 0.03233 0.00140
520 0.02494 0.00074 0.02957 0.00111 0.00651 0.00030 0.01113 0.00032
530 0.01607 0.00040 0.01864 0.00048 0.00404 0.00005 0.00754 0.00022
540 0.01380 0.00020 0.01628 0.00050 0.00352 0.00004 0.00626 0.00010
550 0.00527 0.00015 0.00558 0.00011 0.00124 0.00005 0.00238 0.00004
560 0.00353 0.00007 0.00389 0.00001 0.00085 0.00005 0.00159 0.00001
570 0.01272 0.00028 0.01490 0.00035 0.00327 0.00006 0.00569 0.00015
580 0.01837 0.00026 0.02160 0.00060 0.00478 0.00020 0.00840 0.00017
590 0.02656 0.00075 0.03092 0.00069 0.00682 0.00013 0.01215 0.00041
600 0.03089 0.00099 0.03506 0.00070 0.00773 0.00015 0.01401 0.00036
610 0.03717 0.00156 0.04066 0.00097 0.00875 0.00045 0.01709 0.00053
620 0.04469 0.00117 0.05104 0.00125 0.01128 0.00022 0.02020 0.00036
630 0.04861 0.00132 0.05774 0.00121 0.01282 0.00037 0.02285 0.00095
640 0.07158 0.00068 0.08304 0.00208 0.01799 0.00018 0.03211 0.00083
650 0.09255 0.00178 0.10780 0.00332 0.02307 0.00051 0.04202 0.00062
660 0.10167 0.00226 0.11874 0.00143 0.02610 0.00030 0.04643 0.00091
670 0.13941 0.00339 0.15514 0.00410 0.03444 0.00035 0.08421 0.00043
680 0.14737 0.00251 0.17260 0.00452 0.03746 0.00032 0.06726 0.00099
690 0.07205 0.00163 0.07975 0.00166 0.01737 0.00030 0.03315 0.00057
700 0.01819 0.00040 0.02053 0.00034 0.00456 0.00006 0.00812 0.00014
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Coeficientes especificos de Absorcion

Tabla 2.4.A - Coeficientes especificos de absorcion promedio de suspensiones de Tetradesmus
sp. (BBM, 168 umoles de luz y 25°C) para 4 instantes de tiempo.

Longitud de
onda (nm)

400
410
420
430
440
450
460
470
480
430
500
510
520
530
540
550
560
570
580
590
600
610
620
630
640
650
660
670
680
690
700

Promedio
0.00629
0.00701
0.00597
0.00778
0.00728
0.00551
0.00525
0.00549
0.00601
0.00526
0.00349
0.00222
0.00079
0.00051
0.00044
0.00017
0.00011

0.0004
0.00058
0.00084
0.00098
0.00117
0.00142
0.00154
0.00227
0.00294
0.00322

0.0044
0.00466
0.00228
0.00058

DIAO

sSD

0.00114
0.00117
0.00079
0.00118
0.00102
0.00061
0.00071
0.00081
0.00096
0.00082
0.0005

0.00037
0.00013
0.00006
0.00007
0.00003
0.00002
0.00007
0.00009
0.00014
0.00017
0.00012
0.00024
0.00022
0.00034
0.00047
0.00043
0.00053
0.00062
0.00028
0.00009

Promedio
0.08598
0.09679
0.07584
0.10856
0.09929
0.07104
0.06805
0.07473
0.08539
0.07365
0.04439
0.03164
0.01123
0.00706
0.00617
0.00212
0.00147
0.00565
0.00818
0.01169
0.01329
0.01536
0.01929
0.02186
0.03148
0.04088
0.04495
0.05857
0.06542
0.03018
0.00775

DIA 3

sD

0.01183
0.01211
0.0061

0.01317
0.01147
0.00586
0.00611
0.01003
0.01269
0.00903
0.00399
0.00493
0.00175
0.00102
0.00093
0.00022
0.00017
0.00079
0.0012

0.00147
0.00185
0.00166
0.00217
0.00283
0.00455
0.00613
0.00566
0.00546
0.00951
0.0038

0.00087

Promedio
0.07348
0.08567
0.06662
0.09442
0.08503
0.06126

0.0598
0.06328
0.07227
0.06401
0.03925
0.02686
0.00974
0.00605
0.00525
0.00183
0.00127

0.0049
0.00713
0.01016
0.01151
0.01299
0.01679
0.01913
0.02682
0.03434
0.03883
0.05125
0.05581
0.02587
0.00677

DIAB

sD
0.00759
0.01181
0.00558
0.01044
0.00717
0.00356
0.00557
0.00542
0.00745
0.00711
0.00405
0.00304
0.00137
0.00067
0.00058
0.00014
0.00011
0.00061
0.00098
0.00115
0.0014
0.00069
0.00172
0.00243
0.00281
0.00317
0.00411
0.00463
0.00597
0.00238
0.00072

DIA 15

Promedio
0.24619
0.27846
0.24136
0.32098
0.29939
0.22263
0.20972

0.2246
0.24025
0.21703
0.14121

0.0907
0.03114
0.02116
0.01747
0.00663
0.00449
0.01597

0.0236
0.03401
0.03927

0.0478
0.05649
0.06399
0.08973
0.11768

0.1298
0.17982
0.18814

0.0929

0.0227

sD
0.019

0.02243
0.02402

0.0384
0.03311
0.01818
0.01687
0.02593
0.01903
0.02651
0.01555
0.01075
0.00203

0.0024
0.00127
0.00065
0.00046
0.00113
0.00226
0.00356
0.00425
0.00419
0.00486
0.00747
0.00574
0.01086
0.00904
0.01584
0.01399
0.00925

0.0016
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Coeficientes intrinsecos de dispersion:

Tabla 3.4.A

Longitud de
onda (nm)

400
410
420
430
440
450
460
470
480
490
500
510
520
530
540
550
560
570
580
590
600
610
620
630
640
650
660
670
680
690
700

- Coeficientes

Promedio
0.73334
0.78820
0.70150
0.68701
0.84028
0.84027
0.76335
0.88694
0.73314
0.84171
0.86149
0.98392
1.02404
0.88877
0.95327
0.92228
0.99262
0.98511
0.93457
0.85522
0.95530
0.91711
0.79922
0.78549
0.81582
0.94918
0.80011
0.83016
0.78689
0.95144
0.88035

DIAO

sD
0.02306
0.01555
0.01845
0.01886
0.01846
0.02753
0.01632
0.02061
0.01752
0.01444
0.01486
0.01384
0.02694
0.01741
0.00259
0.01135
0.03170
0.03208
0.01555
0.01978
0.03085
0.02315
0.03193
0.01711
0.01716
0.03574
0.01309
0.01711
0.01508
0.01318
0.01097

intrinsecos de dispersion promedio de suspensiones de
Tetradesmus sp. (BBM, 168 umoles de luz y 25°C) para 4 instantes de tiempo.

Promedio
0.76313
0.83289
0.72208
0.71984
0.93428
0.92493
0.80675
1.03787
0.76549
0.90890
0.94500
1.12082
1.14228
0.92880
1.03615
1.00976
1.07743
1.08948
1.06185
0.90822
1.05771
0.99265
0.85384
0.82103
0.90220
1.06165
0.86215
0.89430
0.82165
1.08129
0.92214

DIA 3

sD
0.02268
0.00949
0.01742
0.01852
0.01582
0.01642
0.00764
0.04616
0.01973
0.02089
0.02203
0.04258
0.02119
0.03121
0.00077
0.00576
0.00794
0.02469
0.02266
0.01649
0.03028
0.01659
0.01748
0.02033
0.00390
0.02404
0.02020
0.01396
0.01564
0.02817
0.02559

DIA 8

Promedio
0.21465
0.23385
0.20549
0.20621
0.26198
0.26253
0.22897
0.28983
0.21379
0.25926
0.26606
0.31121
0.32309
0.26935
0.29397
0.27967
0.30945
0.30824
0.29573
0.25191
0.29689
0.28265
0.24470
0.22888
0.25785
0.30640
0.23852
0.25772
0.23050
0.30421
0.26173

sD
0.00765
0.00358
0.00489
0.00454
0.00662
0.00629
0.00238
0.00820
0.00558
0.00196
0.00277
0.00438
0.00627
0.00589
0.00176
0.00858
0.00848
0.00743
0.00447
0.00550
0.00530
0.00225
0.00524
0.01007
0.00602
0.01217
0.00405
0.00487
0.00680
0.00593
0.00558

Promedio
0.11096
0.11866
0.10484
0.10382
0.12651
0.12571
0.11310
0.13532
0.11006
0.13047
0.12977
0.14775
0.15527
0.13434
0.14294
0.14186
0.14938
0.14833
0.14578
0.12815
0.14133
0.13908
0.124%0
0.11952
0.12371
0.14078
0.11999
0.12439
0.11915
0.14458
0.13192

sD
0.00404
0.00132
0.00291
0.00353
0.00202
0.00140
0.00288
0.00299
0.00336
0.00239
0.00412
0.00254
0.00373
0.00349
0.00289
0.00139
0.00251
0.00275
0.00534
0.00155
0.00239
0.00315
0.00272
0.00246
0.00295
0.00352
0.00135
0.00068
0.001%0
0.00182
0.00340
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Coeficientes especificos de dispersion:

Tabla 4.4.A

Longitud de
onda (nm)

400
410
420
430
440
450
460
470
480
430
500
510
520
530
540
550
560
570
580
590
600
610
620
630
640
650
660
670
680
690
700

- Coeficientes especificos de dispersion promedio de suspensiones de
Tetradesmus sp. (BBM, 168 umoles de luz y 25°C) para 4 instantes de tiempo.

Promedio
0.02316
0.02498
0.02221
0.02170
0.02666
0.02669
0.02420
0.02810
0.02319
0.02661
0.02724
0.03119
0.03251
0.02810
0.03019
0.02917
0.03152
0.03129
0.02959
0.02711
0.03034
0.02911
0.02521
0.02483
0.02579
0.03017
0.02535
0.02634
0.02493
0.03013
0.02786

DIAO

sD
0.00264
0.00380
0.00322
0.00255
0.00434
0.00464
0.00377
0.00417
0.00312
0.00337
0.00343
0.00478
0.00546
0.00352
0.00436
0.00382
0.00545
0.00544
0.00415
0.00423
0.00526
0.00485
0.00262
0.00311
0.00323
0.00539
0.00384
0.00426
0.00370
0.00433
0.00385

Promedio
0.28812
0.31501
0.27284
0.27184
0.35352
0.35041
0.30507
0.39405
0.28959
0.34327
0.35954
0.42532
0.43274
0.35046
0.39199
0.38212
0.40770
0.41293
0.40240
0.34383
0.40106
0.37526
0.32259
0.31007
0.34144
0.40190
0.32661
0.33804
0.31043
0.40994
0.34810

DIA 3

sD
0.02722
0.03675
0.02886
0.02652
0.04285
0.04791
0.03470
0.06442
0.03540
0.03336
0.04988
0.06695
0.05871
0.02995
0.04644
0.04696
0.04938
0.05858
0.05635
0.04443
0.05933
0.04101
0.03314
0.03040
0.04207
0.05107
0.04499
0.03632
0.03166
0.05953
0.03178

DIAS

Promedio
0.31887
0.34786
0.30581
0.30696
0.38989
0.39149
0.340%4
0.43229
0.31788
0.38585
0.39632
0.46373
0.48170
0.40125
0.43786
0.41564
0.46161
0.45970
0.44029
0.37456
0.44264
0.42095
0.36446
0.33983
0.38449
0.45741
0.35474
0.38420
0.34254
0.45356
0.38917

sSD
0.02140
0.03018
0.02999
0.03107
0.03647
0.04878
0.03466
0.05480
0.02607
0.03600
0.04213
0.05168
0.05716
0.04400
0.04635
0.03057
0.05897
0.05735
0.04401
0.02965
0.05244
0.04322
0.03905
0.01935
0.04704
0.06397
0.02967
0.04581
0.02440
0.05423
0.03099

DIA 15

Promedio
0.31052
0.33237
0.29352
0.29049
0.35408
0.35198
0.31642
0.37864
0.30805
0.36573
0.36278
0.41314
0.43506
0.37588
0.39980
0.39737
0.41848
0.41546
0.40875
0.35884
0.39536
0.38979
0.35016
0.33472
0.34604
0.39366
0.33594
0.34821
0.33392
0.40582
0.36908

SD
0.02615
0.03172
0.02658
0.02367
0.02942
0.03174
0.02384
0.03095
0.02743
0.03915
0.02465
0.02891
0.04445
0.030%6
0.02902
0.03928
0.04200
0.04149
0.04827
0.03301
0.02864
0.04141
0.03827
0.03155
0.02404
0.02777
0.02912
0.02937
0.03431
0.03401
0.02899
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ANEXO §

Tabla 1.5.A - Cantidad de biomasa y concentracion de carotenoides totales (Car tot) y clorofilas
totales (Chl tot) registradas para el dia final 15 por experiencia con Tetradesmus sp.

Pigmentos (pg/mL) Pigmentos (pg/gr)
Experiencia | Biomasa aldia | Car Totaldia | ChlTotaldia | Cartotaldia |Chltot al dia final
final (mg/mL) | final (ug/mL) | final (ug/mL) final (ug/gr) (Mg/gr)

Control 2.68 5.75 9.88 2143 3681
EXP 2 1.39 11.59 25.51 8358 18389
EXP 3 1.13 5.84 12.54 5171 11099
EXP 8 1.18 1.82 270 1550 2300
EXP 9 3.13 13.24 25.45 4231 8132
EXP 10 2.63 7.26 7.59 2760 2888
EXP 12 1.10 1.57 2.17 1428 1974
EXP 7 2.62 10.19 2270 3889 8664
EXP 13 1.48 1.43 1.14 970 772

Tabla 2.5.A - Rendimientos (R) de biomasa y de concentracién de carotenoides (R. CAR) y de

clorofilas (R. CHL) por experiencia.

Experiencia N° Concentracion |Cantidad de Luz| R.Biomasa |R. CAR (ug car/|R. CHL (ug chl/
de Nitrato (g/L) (umol/m2 s) (mg/mL/dia) mg biom / dia) | mg biom / dia)
Control 0.25 168 0.178 2.085 3.600
EXP 2 0.381 80 0.089 8.577 18.846
EXP 3 0.250 44 0.075 5.046 10.795
EXP 8 0.119 80 0.076 1.451 2.034
EXP 9 0.381 256 0.205 4.292 8.248
EXP 10 0.250 292 0.173 2.695 2.737
EXP 12 0.119 256 0.071 1.143 1.471
EXP 7 0.435 168 0.171 3.925 8.733
EXP 13 0.065 168 0.096 0.837 0.525
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A continuacién se exponen la verificacion de los supuestos y algunas de las salidas del
programa Design Expert para cada variable respuesta analizada (rendimiento de carotenoides
totales, rendimiento de clorofilas totales y rendimiento de biomasa). Para cada una ademas se
muestran 5 tablas, a saber:

A-. Contribucion del modelo y de los residuos al Cor Total (Corrected Total Sum of Squares).

B- Ajuste de los datos al modelo propuesto por el programa

C- Tabla de coeficientes estimados para la obtencién del modelo en base a la normalizacion de
las variables independientes (en este caso, contenido de nitrato e intensidad de luz). Como
cada variable posee una determinada unidad y orden de magnitud, el programa realiza una
normalizacion de dichas variables para generar el modelo, con el fin de aumentar la potencia
predictiva del mismo.

D- Polinomio del modelo obtenido en base a las variables normalizadas.

E- Polinomio del modelo transformado matematicamente a las condiciones originales de las

variables. Esta es la funcién que se encuentra graficada en los resultados correspondientes.

En todos los casos se han cumplido los supuestos de normalidad y homocedasticidad
de los residuos para el modelo. En el caso de carotenoides totales y de clorofilas totales el test
de Cook sugirié eliminar dos datos, pero se decididé no hacerlo en base al cumplimiento de los
otros supuestos y a la no elevada cantidad de experiencias.

En todos los casos para las tablas A el modelo presenté significativamente mas peso
que los residuos al Cor Total, y el coeficiente “lack of fit” fue siempre no significativo, lo que
indica un mayor soporte a los modelos. Ademas, el valor de R? en todas las tablas B fue
elevado, lo que indica buen ajuste de los datos. Se destaca que para evaluar la contribucién de
cada variable explicativa al modelo, se calculé el porcentaje de aporte de cada variable
explicativa (A, B, AB, A2 y B2), tomando como total la sumatoria de la suma de cuadrados de
cada una de ellas. Esto se incorporé a la tabla de salida del programa en la columna “%

aporte”.
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Rendimiento de Carotenoides Totales

Normal % Probability

Externally Studentized Residuals

Normal Plot of Residuals

Box-Cox Plot for Power Transforms

Predicted

Figura 5.1.A - Verificacién de supuestos - Rendimiento de carotenoides totales
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TABLAA - Car Tot TABLAB - Car tot

Sumof |,
Source Squares % aporte | F-value p-value
Model 54,93 138,86 | <0.0001
A-Luz 192| 525%| 150,68 <oooo1| |Std-Dev. 0,2813
B-Concentracién i . i
. q
de Nitrato 5,62 24.3% 69,75 0,0004 CV. % 11,15
AB 3,38 | 14.88% 42,66 0,0013 R? 0,9929
Az 0,6132 2.7% 7,75 00387 Adjusted R? 0,9857
2 0,
B 1,27 5.58% 16,00 0,0103 Predicted R? 0,0458
Residual 0,3956 Adsd Brecist 39.7415
Lack of Fit 0,0261 0.2820| 0,6235 il '
Pure Error 0,3695
Cor Total 55,33
TABLA C - Car Tot
Coefficient Standard =
Factor Estimate Error 95% CI Low | 95% CI High
Intercept 2,08 0,1258 1,76 2,41
A-Luz -0,9305 0,0758 -1,13 -0.7357
B-Concentracion
de Nitrato 0,7788 0.0932 0,5389 1,02
AB -0,3270 0,0501 -0,4558 -0,1983
AZ 0,0921 0,0331 0,0071 01772
B® 0,1259 0,0315 0,0450 0.2068
TABLAD - Car Tot TABLA E - Car Tot
Rendimiento aparente CAR | = Rendimiento aparente CAR =
+2,09 +0,004392
-0,9305 | A +0,001233 | Luz
+0,7786 | B +13,27400 | Concentracién de Nitrato
-0,3270 | AB -0,136230 | Luz * Concentracion de Nitrato
+0,0921 | A2 +0,000040 | Luz?
+0,1259 | B* +50,36866 | Concentracion de Nitrato®

Figura 5.2.A - Set de Tablas con salidas de Design Expert para el rendimiento de Carotenoides
Totales en Tetradesmus sp.
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Rendimiento de Clorofilas Totales

Normal % Probability

Externally Studentized Residuals

Normal Plot of Residuals
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Figura 5.3.A - Verificacion de supuestos - Rendimiento de clorofilas totales
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TABLA A - Chl Tot

TABLAB - Chl Tot

Source Sumel % aporte | F-value p-value
Squares
Model 92,62 124,10 0,0002
A-Luz 33,70 26.39% 225,75 0,0001 Std. Dewv. 0,3864
s . Mean 372
B-Goncatitesn 4729| 37.03%| 316,79| <0.0001
de Nitrato CV. % 10.38
AB 9,32 7.29% 62,42 0,0014 R? 0,9936
A? 2227| 17.44%| 149,17| 0,0003 Adjusted R? 0.9856
B* 15,10 | 11.852% 101,18 0,0005 Predicted R? 09815
Roiiual D507 Adeq Precision 34,5408
Lack of Fit 0,0277 0,1458 0,7280
Fure Error 0,5694
Cor Total 93,21
TABLA C - Chl Tot
Coefficient Standard F
Factor Estimate oo 95% CI Low | 95% CI High
Intercept 2,85 0,1932 2,32 3,39
A-Luz -1,56 0,1041 -1,85 -1,28
B-Eoncantracion 2,28 0,1281 1,92 2,63
de Nitrato
AB -0,6432 0,0688 -0,7341 -0,3523
AZ 05772 0,0473 0,4460 0,7084
B? 0,4396 0,0437 0,3182 0,5609

TABLAD - Chl Tot

TABLAE - Chl Tot

Rendimiento aparente CHL = Rendimiento aparente CHL =
+2,85 +5,48754
1,56 | A -0,060185 | Luz
+2,28 |B -4,30833 | Concentracion de Nitrato
-0,5432 | AB -0,226341 | Luz * Concentracién de Nitrato
+0,56772 | A? +0,000251 | Luz®
+0,4386 | B* +175,83291 | Concentracion de Nitrato?

Totales en Tetradesmus sp.

Figura 5.4.A - Set de Tablas con salidas de Design Expert para el rendimiento de Clorofilas
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TABLA A - Biomasa

TABLA B - Biomasa

Sumof |,
Source Squares o aporte | F-value p-value
Model 0,0301 22,89 0,0003
A-Luz 0,0077 24.44% 29,23 0,0010 Std. Dev. 0,0162
B-Concentracion . Mean 0,1421
Pt 0,0079 25.07% 30,07 0,0009 N 11.42
AB 0,0037 11.74% 14,01 0,0072 R? 0,9424
AZ 0,0071 22.53% 26,97 0,0013 Adjusted R? 0.8012
B? 0,0051 16.19% 19,46 0,0031 Predicted R? 0,7365
Residual 0,0018 Adeq Precision 12,8378
Lack of Fit 0,0010 1,58 0,3261
Pure Error 0,0008
Cor Total 0,0320
TABLA C - Biomasa
Coefficient Standard & o ;
Factor Estimate Error 95% Cl Low | 95% CI High

Intercept 0,1785 0,0073 0.1613 0,1957

A-Luz 0,0169 0,0031 0,0095 0,0244

B-Concentracion de

Nitrato 0,0120 0,0022 0.0069 0,0172

AB 0,0064 0,0017 0,0023 0,0104

A? -0,0095 0,0018 -0,0139 -0,0052

B? -0,0040 0,0009 -0,0061 -0,0018

TAELA D - Biomasa

TABLAE - Biomasa

Productividad de biomasa = Productividad de biomasa =
+0,1785 -0,046246
+0,0169 | A +0,001082 | Luz
+0,0120 | B +0,592268 | Concentracién de Nitrato
+0,0064 | AB +0,002648 | Luz * Concentracion de Nitrato
-0,0095 | A2 -4,14114E-06 | Luz?
-0,0040 | B -1,59241 | Concentracién de Nitrato?

Figura 5.6.A - Set de Tablas con salidas de Design Expert para el rendimiento de Biomasa en
Tetradesmus sp.
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