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RESUMEN

Phaeodactylum tricornutum es una diatomea marina reconocida por su riqueza en lipidos y
en sustancias altamente valiosas, ha sido objeto de extensos estudios debido a sus
bioproductos con aplicaciones industriales y biotecnologicos. Entre estos compuestos destaca
el acido graso poliinsaturado acido eicosapentaenoico (EPA), perteneciente al grupo omega-
3, y el carotenoide fucoxantina, ambos compuestos de gran importancia por sus beneficios
farmacolégicos y nutracéuticos tanto en salud humana como animal. Actualmente, la fuente
de acidos grasos omega-3 es el aceite de pescado obtenido de la pesca extractiva, industria
ampliamente cuestionada por su falta de sustentabilidad ambiental. Dada la alta demanda de
estos aceites es de suma importancia disponer de nuevas fuentes de produccion renovable y
sustentable, donde el cultivo de microalgas como P. tricornutum emergen como una
alternativa promisoria. Una estrategia prometedora para mejorar y potenciar la produccion
de compuestos de interés comercial en microalgas es el empleo de fitohormonas, que han
sido originalmente utilizadas en plantas superiores, pero su uso en microalgas estd ganando
fuerza debido a que han demostrado su capacidad para potenciar la acumulacion de diversos
metabolitos (primarios y secundarios) y estimular el crecimiento de cultivos en diversas
especies. En este estudio se investigd el efecto de la suplementacion con fitohormonas en
cultivos de una cepa de Phaeodactylum tricornutum originaria del sur de Chile. Se evaluo el
efecto de las fitohormonas: acido giberélico (GA3), acido indol 3-acético (AIA) y Kinetina
(KIN) en el crecimiento de la cepa. De dichas hormonas, se selecciond a kinetina a una
concentracion de 0.5 ppm, para generar cultivos en volumenes de 1 L. Ademas, se evalu6 a
la fitohormona acido abscisico (ABA) en una concentracion de 2mg/ml. Los resultados
mostraron un incremento significativo en la densidad celular maxima alcanzada por los
cultivos en presencia de Kinetina, mientras que los cultivos con acido abscisico no mostraron
variaciones en el crecimiento. Se evaluaron los parametros fotobioldgicos durante el tiempo
de cultivo, detectandose un incremento en el ETRmax al principio y al final de los cultivos
expuestos a ABA, los valores de NPQ no mostraron una tendencia clara; mientras que el
valor de Fv/Fm incremento en todos los tratamientos a partir del dia 4 de cultivo. Respecto
al andlisis bioquimico de la biomasa, se obtuvo que los lipidos totales disminuyeron en

presencia de kinetina y ABA y el EPA disminuy0 so6lo en presencia de ABA. Los tratamientos



con las hormonas no afectaron el contenido de proteinas, carotenoides totales ni fucoxantina;
mientras que el ABA incrementd el contenido de carbohidratos y disminuy6 el contenido de
fenoles totales y clorofilas (a y c¢). Se concluye que los tratamientos con las hormonas
kinetina y ABA, en las condiciones evaluadas no afectan significativamente el crecimiento y

la acumulacion de metabolitos de interés comercial en la cepa de P. tricornutum estudiada.



ABSTRACT

Phaeodactylum tricornutum is a marine diatom recognized for its richness in lipids and
highly valuable substances and has been the subject of extensive studies due to its
bioproducts with industrial and biotechnological applications. Among these compounds are
the polyunsaturated fatty acid eicosapentaenoic acid (EPA), belonging to the omega-3 group,
and the carotenoid fucoxanthin, both compounds of great importance for their
pharmacological and nutraceutical benefits in both human and animal health. Currently, the
source of omega-3 fatty acids is fish oil obtained from extractive fishing, an industry widely
questioned for its lack of environmental sustainability. Given the high demand for these oils,
it is of utmost importance to have new sources of renewable and sustainable production,
where the cultivation of microalgae such as P, tricornutum emerges as a promising alternative
source. A promising strategy to improve and enhance the production of compounds of
commercial interest in microalgae is the use of phytohormones, which have been originally
used in higher plants, but their use in microalgae is gaining strength because they have
demonstrated their ability to enhance the accumulation of various metabolites (primary and
secondary) and stimulate crop growth in various species. In this study, the effect of
phytohormone supplementation in cultures of a Phaeodactylum tricornutum strain from
southern Chile was investigated. The effect of the phytohormones gibberellic acid (GA3),
indole 3-acetic acid (IAA) and Kinetin (KIN) on the growth of the strain was evaluated. Of
these hormones, kinetin was selected at a concentration of 0.5 ppm, to generate cultures in 1
L volumes. In addition, the phytohormone abscisic acid (ABA) was evaluated at a
concentration of 2 mg/ml. The results showed a significant increase in the maximum cell
density reached by the cultures in the presence of Kinetin, while the cultures with abscisic
acid showed no variation in growth. Photobiological parameters were evaluated during the
culture time, detecting an increase in ETRmax at the beginning and at the end of the cultures
exposed to ABA, NPQ values did not show a clear trend, while the Fv/Fm value increased in
all treatments from day 4 of culture. Regarding the biochemical analysis of biomass, total
lipids decreased in the presence of kinetin and ABA and EPA decreased only in the presence
of ABA. The hormone treatments did not affect protein, total carotenoids or fucoxanthin

content, while ABA increased carbohydrate content and decreased total phenols and
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chlorophylls (a and c). It is concluded that the treatments with the hormone’s kinetin and
ABA, under the conditions evaluated, did not significantly affect the growth and

accumulation of metabolites of commercial interest in the strain of P, tricornutum studied.
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales Microalgas/Diatomeas

Las microalgas corresponden a un grupo filogenético diverso caracterizado por ser
organismos fotosintéticos que constituyen la base de la cadena alimentaria acuatica (Hayes
et al.,, 2017). Han sido ampliamente estudiadas, debido a su capacidad de produccion
fitoquimica de alto valor y a la utilizacion del didoxido de carbono como materia prima, que
potencia soluciones de fabricacion econdmicas y sostenibles con el ambiente (Butler et al.,

2020).

La clase Bacillariophyceae (diatomeas) es un grupo perteneciente al fitoplancton eucariota
que ha subsistido a lo largo de los afios, con una distribucién mundial global, lo cual evidencia
la alta variabilidad y diversificacion caracteristica en ellas (Celi et al., 2022). Estos
organismos unicelulares cumplen funciones directamente relacionados con los principales
ciclos biogeoquimicos como la captacion de carbono, la produccion de oxigeno y el reciclaje
de nutrientes como el nitrogeno, carbono y silicio; se les atribuye un 20% de la fijacion global
del carbono (Hockin et al., 2012) y mas del 20% de la produccion de oxigeno a nivel mundial
mediante el proceso de fotosintesis (Celi et al, 2022).Ademas, proporcionan una gran
cantidad de materia prima que es destinada mayoritariamente como alimento a los demas

organismos acudticos (Not et al., 2012).

Con el paso de los afios, se han encontrado diferentes aplicaciones industriales derivadas de
las microalgas, como lo son la industria alimentaria, cosmetoldgica, farmacologica, asi como
herramientas para el tratamiento de aguas residuales y produccion de biocombustibles (Lum
et al., 2013); esto es debido al descubrimiento de un gran espectro de compuestos bioactivos
en la biomasa de las microalgas, tales como acidos grasos, pigmentos, vitaminas o
compuestos extracelulares como lo son los oligosacaridos (Raposo et al., 2013). Debido a la
interesante composicion bioquimica y capacidad productora de valiosos metabolitos de las
diatomeas, es que se logra evidenciar claramente como pueden ser una materia prima
potencial para diversos propdsitos del dmbito biotecnoldgico, presentando ademds una
ventaja por su alta capacidad de adaptacion en ambientes, ya sea de agua dulce como marina;
es decir una adaptabilidad a la variacién en las condiciones de nutrientes que a su vez
proporcionan altas tasas de produccion de biomasa (Celi et al., 2022).

12



Los metabolitos de gran importancia que se pueden encontrar en los cloroplastos de las
diatomeas son la clorofila a, c1 y c2, junto con los pigmentos secundarios o accesorios, como
lo son las xantofilas y los carotenos (Celi et al., 2022), dentro de los cuales destaca el
pigmento carotenoide fucoxantina, el cual es responsable de darles la coloracion marrén a
estas microalgas. La fucoxantina es el pigmento secundario mas abundante en estos
organismos, debido a que es un pigmento captador de luz junto a la clorofila a y ¢, que juntos
constituyen el complejo fucoxantina-proteina clorofila (FCP) y por lo mismo, son
consideradas como fuentes potenciales de este compuesto de alto valor comercial (Pereira et
al., 2021). La fucoxantina posee aplicaciones importantes para la salud humana y animal,
como efectos anticancerigenos, anti-obesidad, antioxidantes, antinflamatorios entre otros

(Peng et al., 2011).

Los carotenoides son metabolitos asociados a la fotoproteccion celular, en situaciones donde
la variabilidad en la intensidad luminica amenaza con asimilar demasiada energia luminica y
comprometer la productividad fotosintética mediante fotoinhibicion, es decir, cuando la
energia de la luz se absorbe mas allé de la capacidad fotosintética de las células, lo cual puede
provocar una oxidacion de cualquier pigmento, lipido o proteina y danar el aparato
fotosintético (Jallet et al., 2016). Para prevenir la fotoinhibicion las diatomeas han
desarrollado una variedad de procesos de defensa, como la epoxidacion de la diatoxantina,
involucrada en la disipacion de energia a través del enfriamiento no fotoquimico (NPQ) el

cual permite la fotoaclimatacion del sistema de captacion de luz (Kooistra et al., 2007).

De igual forma, existen metabolitos de almacenamiento de energia de alto valor como lo son
los lipidos y carbohidratos, este ultimo encontrandose como insolubles, siendo azucares
asociados al frastulo y solubles como la crisolaminarina, polisacaridos extracelulares y
azucares libres (Caballero et al., 2016). Con respecto a los tipos de lipidos en estas
microalgas, se pueden encontrar: triacilglicéridos (TAG), esteroides y oxilipinas;
predominando la presencia de &cidos grasos en las membranas de las diatomeas
comprendiendo entre el 15% y 20% de su biomasa; cabe destacar que los acidos grasos de
diatomeas, especificamente los acidos grasos poliinsaturados del grupo -3, especialmente
el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA) han sido ampliamente

visibilizados durante los ultimos afios por su rol como sustancias bioactivas y nutrientes
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esenciales promotores de la salud humana (Celi et al., 2022), incluyendo a la salud ocular,
desarrollo cerebral, prevencion a condiciones cardiacas y antienvejecimiento (Sirisuk et al.,
2018). Es importante destacar, que actualmente la produccion de dacidos grasos
poliinsaturados (PUFA) proviene del aceite de pescado mediante la industria pesquera, la
cual ha generado una discusiéon por los inconvenientes asociados principalmente a la
contaminacion marina y la preocupante sobreexplotacion pesquera (Moon et al., 2019); este
ultimo aspecto es preocupante, puesto que la Organizacion Mundial de la Salud actualmente
recomienda un consumo nutricional de EPA y DHA de 500 mg/dia, correspondiendo asi una
extraccion de gran alcance para satisfacer el consumo humano, por lo cual es de suma
importancia el desarrollo de nuevas alternativas sustentables para la produccion de dichos

acidos grasos (Udayan et al., 2020., Wang et al., 2022).

Phaeodactylum tricornutum y sus principales metabolitos de importancia biotecnologica

Dentro de las diatomeas marinas Phaeodactylum tricornutum es una de las especies mas
ampliamente estudiadas (Celi et al., 2022). Esta microalga posee una caracteristica celular
polimorfica, correspondiente a tres morfotipos diferentes: ovalado, fusiforme y/o trirradiado;
cuya aparicion se atribuye a las condiciones fluctuantes de crecimiento, relacionadas
principalmente a las condiciones de cultivo como la salinidad, pH y temperatura (Song et al.,
2020). Esta diatomea es considerada como una prometedora fuente para la produccion de
metabolitos de alto valor agregado, como el carotenoide fucoxantina y el acido graso
poliinsaturado de cadena larga omega-3: acido eicosapentaenoico (EPA) (Kim et al., 2012).
Con respecto a su composicion bioquimica; en condiciones normales de crecimiento esta
especie puede acumular cerca de 20% de proteinas, 26% de carbohidratos y 18% de lipidos

con respecto a su peso seco (Kim et al., 2012).

Por otro lado, P. tricornutum posee una caracteristica relevante y es que es una especie de
crecimiento rapido, lo cual la hace apta para la generacion de cultivos a gran escala (Celi et
al., 2022). De igual manera, esta diatomea posee una alta adaptacion a diversos medios de
cultivo, como también a la variacidon en los pardmetros de estos cultivos por ser una especie
bastante plastica desde el punto de vista fisiologico, que la clasifica como una especie de
gran potencial para la produccion comercial de sus bioproductos de alto valor (Haro et al.,

2017).
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El contenido de lipidos en esta especie puede variar entre el 18% y 60% por peso seco
dependiendo de las condiciones de cultivo (Yang et al.,, 2014). Cabe destacar, que P.
tricornutum puede acumular hasta un 36% de EPA en sus acidos grasos totales, por lo cual
se considera como una fuente prometedora para su produccion (Jesionowska et al., 2023).
Ademas de la sintesis de EPA, se consideran como metabolitos de gran importancia
biotecnoldgica abundantes en esta especie: la fucoxantina y la crisolaminarina, por ser
productos bioactivos naturales de alto valor beneficioso para la salud humana, por lo cual

poseen variadas perspectivas de aplicaciones farmacéuticas (Kim et al., 2012).

Como se menciond anteriormente, la fucoxantina aislada de microalgas tiene una amplia
bioactividad farmacologica la cual incluye la actividad antioxidante, anti-obesidad,
anticancerigena, antidiabética, anti fotoenvejecimiento, anti angiogénica y anti metastasica
(Gomez et al., 2015). Sin embargo, la mayoria de los estudios del &mbito farmacoldgico se
han desarrollado con fucoxantina aislada de macroalgas y muy pocos enfocados a fuentes
microalgales como Phaeodactylum tricornutum cuyo contenido puede alcanzar 16,33mg/g
de biomasa seca, es decir aproximadamente 1.63% del peso seco, segin estudios anteriores

(Kim et al., 2012).

Fitohormonas y su efecto en cultivos de Microalgas

Las fitohormonas son moléculas de sefializacion que actian en bajas concentraciones;
originalmente utilizadas en plantas superiores (Fierli et al., 2022), que influyen directamente
sobre el crecimiento y desarrollo, como también en las rutas biosintéticas (Taiz et al., 2015).
Las fitohormonas han sido utilizadas en cultivos de microalgas por su potencial efecto
positivo en el crecimiento y mejoras en los rendimientos de produccion de metabolitos como

pigmentos, carbohidratos y proteinas (Fierli et al., 2022; Jéger et al., 2010).

Hay una amplia diversidad de hormonas vegetales estimulantes de procesos celulares
relevantes, como la division celular en el caso de las citoquinas y el crecimiento celular en el
caso de las auxinas (Park et al., 2013). Las fitohormonas reconocidas como las mas
importantes son el dcido indol acético (AIA), el acido giberélico (GA3), la kinetina (KIN) y
el acido abscisico (ABA) (Udayan et al., 2018). Las funciones que cumplen estds hormonas
en plantas superiores son ampliamente reconocidas, por ejemplo; IAA es una auxina que

estimula el crecimiento de las células vegetales, la formacion de brote en plantas superiores
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y la formacion de raices; GA3 por otro lado, es una giberelina utilizada generalmente para
propositos de alargamiento celular y germinacion de semillas; KIN es una hormona del grupo
de las citoquinas que promueve la division celular y la formacion de brotes en plantas; y por
ultimo, ABA es una hormona reguladora de estrés en células vegetales que induce a
reacciones de proteccidn al estrés ambiental abidtico, como lo son los choques osmoticos, la

desecacion y/o las bajas temperaturas (Yoshida et al., 2003).

Aunque, el papel fisiologico de las hormonas vegetales se centra en plantas superiores, y las
microalgas comparten similitudes de la fisiologia con ellas (Udayan et al., 2018), las
funciones de estas fitohormonas no se han establecido firmemente en microalgas (Park et al.,
2013). Se han hecho correlaciones con la evolucion de las plantas superiores a partir del
sistema metabolico primario de las microalgas primitivas, por lo cual la via de biosintesis de
hormonas vegetales desarrolladas en las plantas superiores modernas se podria haber
originado en microalgas antiguas (Lu & Xu, 2015). Por lo tanto, el mecanismo de accion de
las fitohormonas puede ser similar para ambos tipos de organismos, lo cual en consecuencia
permitiria el uso de estas hormonas sobre cultivos de microalgas y asi lograr regular de
manera positiva parametros de crecimiento y reproduccion de microalgas, junto con la

tolerancia al estrés (Stirk et al., 2013; Shah et al., 2022).

Debido a esto, existen varios estudios que se centran en los efectos producidos por diversas
hormonas vegetales sobre microalgas; como la observacion de que el ABA influye
mayormente en la biosintesis de lipidos, comparada con otras hormonas; o el aumento en el
crecimiento, la concentracion de clorofila y el contenido de proteinas y lipidos para la
produccion de biodiesel en cultivos de Chlamydomonas reinhardtii bajo tratamientos con las
fitohormonas ABA, GA3, KIN, TRIA (1- triacontanol) y IAA (Park et al., 2013). En general
los estudios han demostrado que al proporcionar concentraciones adecuadas de fitohormonas
se puede promover la division celular en microalgas, mejorar la actividad fotosintética,
aumentar la biomasa, en conjunto con el contenido de aceite, clorofila y proteinas (Mousavi
etal.,2016; Lu & Xu2015; Han et al., 2018). El acido giberélico (GA3) ha presentado efectos
sobre microalgas con respecto al aumento en crecimiento en conjunto con incrementos en la
produccion de metabolitos tales como clorofila a, lipidos, acidos grasos y carotenoides en

especies como Chlorella vulgaris e Isochrysis galbana (Piotrowska-Niczyporuk et al., 2012;
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Jusoh et al., 2019; Madani et al., 2021). En P. tricornutum se ha observado alta acumulacion
de biomasa y de metabolitos como dacidos grasos (EPA) y pigmentos carotenoides
(fucoxantina) bajo tratamiento de GA3 (Han et al., 2018; Fierli et al., 2022). El acido indol
acético junto a la Kinetina han evidenciado un aumento de biomasa y aumento en el
contenido de lipidos y carotenoides sobre especies de microalgas tales como C. vulgaris, C.
reinhardtii, C. sorokiniana y Acutodesmus obliquus expuestas a medios de cultivos

estresantes (Park et al., 2013; Babu et al., 2017; Renuka et al., 2017).

Cabe destacar que la acumulacion de lipidos y carbohidratos en microalgas esta vinculada al
estrés ambiental debido a cambios fisicos y quimicos (Chokshi et al., 2017; Qi et al., 2019).
Aunque esta estrategia es eficiente, el crecimiento de las microalgas se ve limitado,
reduciendo la acumulacién de biomasa; debido a esto es que se han estudiado hormonas
vegetales para combatir este estrés oxidativo y mejorar el crecimiento y acumulacion de
energia. La aplicacion de fitohormonas especificas puede tener efectos positivos y negativos,
por lo que diversas investigaciones implementaron el uso de combinaciones para
equilibrarlos y obtener beneficios complementarios (Shah et al., 2022). Para ejemplificar
tales combinaciones; hay estudios de cultivos tratados con acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) junto a acido abscisico en la especie P. tricornutum que generaron aumentos tanto en
biomasa como en el contenido de lipidos, en conjunto con cierto aumento en la produccion
de 4cidos grasos, carbohidratos y proteinas (Zhang et al., 2021). También hay estudios con
la especie Chlorella pyrenoidosa, la cual bajo combinacidn de las fitohormonas &cido indol
acético y aminoetil hexanoato de dietilo generé un aumento en el crecimiento a ciertas
concentraciones, como también un incremento en la acumulacion de carotenoides y acidos

grasos (Xu & Xiong, 2023).

Como se desprende de los antecedentes anteriores si bien existen estudios del efecto de
algunas fitohormonas sobre cepas de P. tricornutum, la informacion es escasa y no parece
ser concluyente para generalizarla a toda la especie, de modo que en esta propuesta se plantea
la siguiente pregunta de investigacion: ;Como afecta la suplementacion con fitohormonas al
crecimiento y composicion bioquimica de una cepa chilena de la diatomea Phaeodactylum

tricornutum?
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HIPOTESIS

Dentro de las investigaciones microalgales con fitohormonas, existe una amplia variacion de
informacion dentro de muchas especies altamente conocidas que han generado resultados
prometedores desde una mirada biotecnoldgica; sin embargo, no existe mucha informacion
de esta area en la especie Phaeodactylum tricornutum, la cual ha sido valorada actualmente
por su alta importancia en la produccion de metabolitos como el 4cido eicosapentaenoico
(EPA), el carotenoide fucoxantina, entre otros. Evaluar cultivos de esta especie expuesta a
tratamientos con distintas fitohormonas conocidas como promotoras de crecimiento o
reguladoras del estrés abidtico, podria confirmar el efecto de ciertas hormonas sobre la
especie para la generacion de biomasa y acumulacién de ciertos metabolitos en ella.
Considerando lo anterior y los antecedentes recopilados, es que se plantea la siguiente

hipotesis:

La suplementacion del cultivo de Phaeodactylum tricornutum con las fitohormonas: acido
giberélico, 4cido indol acético, kinetina y acido abscisico, en ciertas concentraciones, permite
aumentar su crecimiento y la acumulacion de bioproductos de alto valor agregado en su

biomasa.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar el efecto de fitohormonas en el crecimiento y acumulacion de bioproductos de

interés comercial en la diatomea Phaeodactylum tricornutum

Objetivos especificos:

Evaluar si existen diferencias en los pardmetros de crecimiento entre cultivos de
Phaeodactylum tricornutum suplementados con las fitohormonas: 4cido giberélico, 4cido

indol acético, kinetina y acido abscisico, en distintas concentraciones

Determinar si la suplementacion con las fitohormonas seleccionadas en cultivos de
Phaeodactylum tricornutum, aumenta la acumulacion de metabolitos de interés comercial en

su biomasa.
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METODOLOGIA

Material biologico
Se utilizé una cepa de la especie Phaeodactylum tricornutum proveniente de la Bahia de
Chiloé (X region de los Lagos, Chile), actualmente depositada en la Coleccion de Cultivo de

Microalgas de la Universidad de Concepcion, bajo el cédigo CCM-UdeC 264.

La cepa es mantenida en medio Walne (Walne, 1970), a una temperatura de 16+£2°C, una

irradiancia continua de 60 pmoles m™s™y un fotoperiodo 16:8 (L:O).
Aclimatacion de Cultivos: Cultivos con adicion de fitohormonas

1. Evaluacion del efecto de distintas concentraciones de fitohormonas en el

crecimiento de la cepa.

Se realizaron cultivos en condiciones controladas (sala de cultivo), en medio de cultivo Walne
(1970) suplementado con triple aporte de nitrato y fosfato, en volumenes de 80 ml, DFF 100
umol m™s!, fotoperiodo 16:8 (L:O) y temperatura 20+2 °C,

Las concentraciones finales de las tres fitohormonas a evaluar preliminarmente en los

cultivos se detallan a continuacion, con sus respectivas preparaciones en la Tabla 1:
- Acido giberélico: 1;2; 4 y 8 ppm
- Kinetina: 0.5; 1; 2 y 4 ppm
- Acido indol-3-acetico: 0.5; 1; 2 y 4 ppm

Los cultivos se iniciaron a una densidad de 250.000 células/ml en un volumen de 80ml. Se
realizo conteo celular de los cultivos cada dos dias, para construir sus curvas de crecimiento
y determinar los pardmetros de crecimiento: tasa de crecimiento y densidad celular méxima

de los cultivos.

Tabla I: Cantidades utilizadas para la preparacion de concentraciones hormonales a evaluar,

disueltas en sus correspondientes solventes y afiadidas a cultivos de 80 ml.

Solucién
stock de | Concentracién| Solvente
fitohormona

Cantidad de Cantidad de

hormona (i) solvente (ul) Control
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1ppm 12,5 87,5
GA3 2ppm Etanol OM 25 75 100 pl Etanol
(6400ppm) 4ppm 31,7% 50 50 OM 31,7%
8ppm 100 -
0,5ppm 11 74
KIN lppm 21 64
(3750ppm) 2ppm KOH 1M 13 12 85 ul KOH 1M
4ppm 85 -
0,5ppm 11 74
AlA lppm 21 64
(3750ppm) 2ppm KOH 1M 43 42 85 pul KOH 1M
4ppm 85 -

2. Cultivo de la cepa en volumenes de 1L a la concentracion de fitohormona

seleccionada

Una vez seleccionada la concentracion de la fitohormona que més estimuld el crecimiento de
la cepa se establecieron 4 réplicas de cultivo en volumenes de 1L, con aireacion constante
(aire filtrado a 0,2 um) en las mismas condiciones de luz y temperatura indicadas

anteriormente, con una densidad inicial de 300.000 células/ml.

Con el objetivo de evaluar el efecto de acido abscisico, principalmente en la produccion de
fucoxantina, se evaluo su adicion en la mitad de la fase de crecimiento en cultivos de P,

tricornutum. La concentracion de acido abscisico a evaluar fue de 2mg/L.

En cada caso se establecieron como control 4 réplicas, sin adicion de fitohormona, pero
adicionandoles el respectivo solvente utilizado para disolver la hormona (para kinetina KOH
IM y para ABA etanol al 98%). El objetivo de este ensayo fue verificar el efecto de la
fitohormona en el crecimiento de la cepa y obtener biomasa suficiente para su posterior

analisis bioquimico.

Se realizo el control de crecimiento del cultivo incluyendo conteo celular y peso seco (este
ultimo solo el dia de la cosecha). Al finalizar el cultivo se procedi6 a cosechar la totalidad de
la biomasa de cada matraz por centrifugacion a 3000 rpm por 6 minutos a 4°C, se lavo la
biomasa con formiato de amonio y se liofilizé por aproximadamente 48 horas, obteniendo la

biomasa seca la cual se almacend a -20°C hasta su posterior uso.
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Posteriormente, la biomasa fue sometida a andlisis de cuantificacion de lipidos totales
(espectrofotometria), de acidos grasos (cromatografia de gas), clorofila y carotenoides
totales, cuantificacion de fucoxantina, proteinas, carbohidratos y fenoles totales

(espectrofotometria).

Analisis de Crecimiento:

a) Conteo celular: Las células fueron contabilizadas cada 48 horas a través de una
camara de Neubauer y un microscopio optico. Los resultados se expresaron como
densidad celular por volumen de cultivo (células/ml). Con los datos obtenidos, se
construyeron curvas de crecimiento, mediante las cuales se calcularon tasas de
crecimiento en la fase exponencial de cada tratamiento, utilizando la féormula de

Guillard, (1973) y expresando el resultado como divisiones por dia:

K= (3.322/t>-t1) x (Log N2/Ny)

Donde N1 y N> corresponden al nimero de células por ml en los dias t; y t» respectivamente.

Ademés, de la curva de crecimiento se estimo la densidad celular méxima (capacidad de

carga) de cada cultivo tratado, incluido los cultivos controles.

b) Peso seco: En el ultimo dia de cada cultivo, se secaron en una estufa a 80°C filtros
de nitrocelulosa (de poro 0,45 um) por 24 horas. Posteriormente, se enfriaron los
filtros en un desecador, se pesaron y se filtrd a través de ellos una alicuota de 10 ml
de cultivo lavando con 10 ml de formiato de amonio 0.5 M. Luego, los filtros con la
biomasa retenida se secaron nuevamente a 80°C por 48 horas, para luego enfriarlos y
pesarlos.

Los valores obtenidos del peso de los filtros con biomasa se restaron con los valores
obtenidos del filtro limpio, el valor obtenido se dividié por el volumen filtrado,
correspondiendo este al peso seco de la biomasa algal por volumen de cultivo

(mg/ml).
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Fluorescencia in vivo de la Clorofila a: La medida de fotosintesis in vivo basado en la
determinacion de la fluorescencia de la clorofila a asociada al fotosistema II (P680) fue
cuantificada utilizando un fluorimetro de pulso de amplitud modulada (JUNIOR PAM)
controlado por el software WinControl v3.25 (Walz GmbH, Germany). Para cada tratamiento
se recolectaron cada 2 dias 10ml de cada replica depositandolos en camaras de incubacion
para realizar curvas de luz rapida (RLC). Las muestras se mantuvieron en oscuridad por un
tiempo de incubacidon de 15 min para determinar la fluorescencia basal (Fy), posterior a esto
se aplicaron pulsos de saturacion, determinando la fluorescencia méxima (Fm). Con los datos
obtenidos se calculd el rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) de acuerdo a la

siguiente expresion matematica:
Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm
siendo,
Fv=Fm—Fo

Fo es la fluorescencia basal con ambiente oscuro durante 15 min y Fm es la fluorescencia

méxima después de una luz de saturacion >4000 umoles m™ s!. (Luz actinica azul).

La tasa de transporte de electrones (ETR) se calculdé mediante la siguiente ecuacion,

expresada por unidad de érea:
ETR= AF/F'm x E x A x Fi (umol electrones m? s!)

Donde AF/F 'm es el rendimiento cuantico efectivo. E es la irradiancia incidente PAR y Fyres
la fraccion de clorofila relacionada con el PSII, siendo 0.8 para algas pardas (Figueroa et al.
2003). A corresponde a la absortancia de los tratamientos evaluados, la cual es la fraccion de
luz absorbida por el cultivo y medida por el método de capa fina para suspensiones celulares

(2 a3 mm) segun lo indicado por Castro-Varela et al. (2021):
A=1—-Ep/Em

donde Ep/Em es la transmitancia (T); Ep es la irradiancia transmitida por el cultivo
microalgal y Em es la irradiancia transmitida por el medio de cultivo. Ambos medidos a Scms

con el angulo del coseno-corregido del cuantometro PAR (LI-COR Company, Nebraska).
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Finalmente, el rendimiento no fotoquimico (NPQ) se calculd utilizando los valores de

fluorescencia obtenidos por el procedimiento RLC de acuerdo con la siguiente ecuacion:
NPQ = (Fm—Fm') / Fm'

Donde Fm es la fluorescencia maxima después de la aplicacion del pulso de luz de saturacion
tras la incubacién de 15 min en oscuridad y Fm' después de la aplicacion del pulso de luz de
saturacion posterior 20 s de incubacion en cada tratamiento evaluado. Los valores (ETRmax y
NPQmax) fueron obtenidos usando el modelo matematico tangencial propuesto por Eilers &

Peeters (1988).

Analisis bioquimicos:
El ultimo dia de los cultivos se cosecharon los volumenes completos de cada cultivo por
centrifugacion a 3000 rpm por 5 min, a 4°C. La biomasa obtenida se lavd con formiato de

amonio 0.5 M y luego se liofiliz6 para su andlisis, segun se indica a continuacion:

a) Extraccion y cuantificacion de lipidos totales: De la biomasa microalgal seca, se
tomaron 30 mg y se depositaron en viales de plastico adecuados para el
homogenizador FastPrep. Luego se agregd6 1 mL de metanol y dos esferas de
homogenizacion. Se aplicaron 8 ciclos de homogenizacion de 4,0 m/s, 20 seg/ciclo.
El lisado se transfiri6 a un tubo de vidrio al cual se agrego-1,5 ml de cloroformo y 0,8
ml de agua destilada. Los tubos se homogenizaron en vortex por 30 seg, se cubrieron
con papel aluminio y se mantuvieron a 4°C por 24 h. Posterior a esto, se centrifugaron
a 3200 rpm durante 10 minutos, recogiendo el sobrenadante y transfiriéndolo a un
tubo limpio. Luego, se adiciono al sobrenadante 1,5 ml de cloroformo y 1,6 ml de
agua destilada (agitando hasta obtener una soluciéon homogénea y densa), la solucion
se centrifugo a 3200 rpm durante 10 min, retirando y eliminando la fase superior
acuosa. La fase cloroformica se traspasé a tubos de vidrio limpios para finalmente,
agregar 500 ul de acetona para eliminar las trazas del agua. Las muestras se dejaron
evaporar en estufa a 38°C por 3 dias. Las muestras secas de lipidos se resuspendieron
en 1 mL de cloroformo:metanol 1:2, protocolo descrito por Bligh y Dyer (1959).

El contenido de lipidos totales de las biomasas se determin6d de acuerdo con la
metodologia descrita por Marsh y Weinstein (1966), en las muestras de lipidos

resuspendidas y analizadas en submuestras de 50 pl, por triplicado, para cada tubo.
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b)

Luego, se agregd 2 ml de H2SO4 concentrado a cada tubo (incluyendo un tubo sin
lipidos que se usara de blanco). Los tubos deben ser tapados con papel aluminio para
posteriormente incubarlos en estufa a 200°C durante 15 minutos y luego enfriarlos a
-20°C durante 5 minutos. Posteriormente se afiadido 8 ml de agua destilada a cada
tubo, homogenizando y nuevamente enfriarlos a -20°C. Por ultimo, se procedi6 a leer
las absorbancias de cada muestra en un espectrofotometro a 375 nm, en el cual
previamente se debe realizar una curva de calibracion con el triglicérido tripalmitina

como estandar.

Perfil de acidos grasos: Se tomaron alicuotas de 700 ul de la muestra de lipidos totales
obtenida en a) las cuales se evaporaron con N2(g). Los lipidos fueron derivatizados
por adicion de 1,3 ml de trifluoruro de boro (BF3) al 14% en metanol incrementando
la volatilidad de la muestra. Luego, el tubo que contenia la mezcla anterior se llevé a
un bafio de agua de 90°C por 2.5 min, posteriormente se agregd 2 ml de hexano y 1
ml de agua, agitando en vortex durante 1 min, debiendo centrifugar por 10 min a 3200
rpm para obtener 2 fases, una fase apolar donde se disolvieron los 4cidos grasos y
otra fase polar, concentrado con compuestos no lipidicos. La fase apolar se debio
extraer y traspasar a un nuevo vial, donde se evaporaron con nitrogeno gas. La
muestra seca se resuspendio con 100 pl de hexano y se inyecto una alicuota de 2 pul
en una columna SPB-PUFA del cromatografo de gas Clarus 600 PerkinElmer con
detector FID (Detector de ionizacion de llama).

Luego de este procedimiento, se obtuvo un cromatograma, donde se realizd una
identificacion de acidos grasos mediante la comparacion de sus tiempos de retencion
con respecto a estandares (Sigma Aldrich) y su cuantificacion se llevd a cabo
mediante la integracion de las areas bajo los peaks, siendo esos valores expresados
como porcentaje del respectivo acido graso con respecto a los acidos grasos totales
detectados y también en mg de cada acido graso por g de biomasa seca al utilizar un

estandar interno durante la inyeccion.

Proteinas totales: Segun el método descrito por Lowry (1951), primero se requirio la

preparacion de los siguientes reactivos para la extraccion de proteinas totales:
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- Solucién A: Na;COs al 2% en NaOH 0,1M

- Solucién Bi: CuSO4 x SH20 al 0,5%

- Solucién By: Tartrato de Sodio y Potasio al 1%

- Solucién C: 49 ml de solucion A + 1 ml de solucion By + 1 ml de solucion B:

- Soluciéon D: Reactivo de Folin Ciocalteau 50% v/v en agua destilada.

Para el analisis, se utilizé 30 mg de biomasa seca almacenadas en tubos de vidrio
de 12 ml, a los cuales se les agrego 5 ml de NaOH 0,1 M, aplicando una agitacion
en vortex por 30 segundos. Luego, los tubos se incubaron a 100°C en placa
calefactora por 1 hora, incluyendo un tubo de muestra control (NaOH). Luego de
enfriar los tubos se agitaron en vortex y se recolecté una alicuota de 1 ml de
muestra en tubos de microcentrifuga (Eppendorf) de 1,5-2 ml, los cuales fueron
centrifugados a 7000 rpm durante 15 minutos. Se recolectaron los sobrenadantes
resultantes, depositandolos en tubos nuevos. Los sobrenadantes se repartieron por
triplicado en un volumen de 25 pl a tubos de vidrio. A dichos tubos, se les afiadid
975 ul de NaOH 0,1 M y 1 ml de “solucion C”, agitando en vortex y dejando
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se les agrego 100
ul de “solucion D, agitando en vortex y dejando incubar por 30 minutos en
oscuridad. Finalmente, se realizd0 una lectura de absorbancias en
espectrofotometro a 750 nm. Se calcularon las concentraciones de proteinas
totales de acuerdo con la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion

construida previamente a partir de seroalbumina de bovino (BSA) como estandar.

d) Carbohidratos totales: Para la extraccion de carbohidratos totales, fue necesaria la
preparacion del reactivo Antrona-H>SOsq: a partir de 0,200 g de antrona en 100 ml de
H>SO4 96%.

Se utilizé 30 mg de biomasa microalgal seca a la cual se agregd 1 ml de agua destilada
y una esfera de ceramica para homogenizarla en homogenizador mecanico FastPrep-
24, realizando 8 ciclos a 4,0 m/s durante 20 segundos. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 10000 rpm, obteniendo los

sobrenadantes resultantes, que fueron trasladados a tubos nuevos.
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De estos sobrenadantes se realizé una dilucion 1:100, es decir, 10 pl de sobrenadante
mas 990 ul de agua destilada. En los casos, donde las absorbancias no estuvieron
dentro de la curva de calibracion, se realizé una dilucion 1:200.

Las diluciones se repartieron por triplicado en tubos de vidrio en volumenes de 250
ul, agregando ademas 500 pl de reactivo antrona- H>SO4, agitando los tubos en vortex
para luego dejar enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron a
100°C en placa calefactora. Por ltimo, se dejaron enfriar los tubos a temperatura
ambiente, para luego realizar la lectura de absorbancias en espectrofotometro a 625
nm. Las concentraciones de carbohidratos totales se calcularon de acuerdo con la
ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion, preparada anteriormente

utilizando glucosa como estandar.

e) Fenoles totales: Los fenoles fueron extraidos segin una adaptacion del método
descrito por Waterhouse, A.L. (2002); realizando la extraccion mediante
homogenizacion (Fast Prep) de 30 mg de biomasa seca con metanol 80% y una esfera
de ceramica; la homogenizacion se realizo en un total de ocho ciclos a 4.0 m/s durante
20 segundos. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm durante 5
minutos y 25 pl cada sobrenadante se analizo por triplicado en tubos de vidrio. A cada
tubo, se agreg6 1,8 ml de agua destilada y 125 pl de reactivo Folin- Ciocalteu dejando
incubar las muestras a temperatura ambiente por 3 minutos. Posteriormente, se agrego
375 ul de NaxCO3 20% y 225 ul de agua destilada a cada tubo, dejando incubar por
2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se realizaron lecturas de
las absorbancias a 760nm en espectrofotometro. Se calcularon las concentraciones de
fenoles totales de acuerdo con la ecuacion de la recta obtenida en la curva de

calibracion preparada a partir de acido galico como estandar.

f) Extraccion de clorofilas y carotenoides totales: Los carotenoides totales fueron
extraidos mediante un homogeneizador automatico (FastPrep) de una cantidad
conocida de biomasa seca (30 mg) con acetona al 90%, de acuerdo con el protocolo
descrito por Strickland & Parsons (1972). La homogeneizacién se realizé en dos

ciclos a 4,0 m/s durante 20 segundos, con una posterior centrifugacion a 8000 rpm
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durante 5 minutos. Los sobrenadantes obtenidos de las muestras se traspasaron a
matraces aforados de 10 ml almacenados en oscuridad; este proceso de extraccion fue
repetido hasta que las muestras perdieron su coloracidon caracteristica (verde). Los
carotenoides y clorofilas totales se cuantificaron mediante espectrofotometria de
acuerdo con las expresiones matematicas propuestas por Wegmann y Metzner (1971),
generando una lectura en diversas longitudes de onda (750; 663; 644; 630; 480; 453
y 445nm), que permitieron cuantificar las distintas clorofilas, carotenoides totales y

fucoxantina.

Andlisis de Datos

Con la finalidad de generar una comparacion de los resultados de crecimiento y composicion
bioquimica en los distintos tratamientos hormonales se realiz6 un analisis de varianza de una
via (ANOVA) (factor: fitohormonas), utilizando el test de Tukey como test a posteriori para
detectar las diferencias significativas entre tratamientos. Previo a la aplicacion del test se
verifico el supuesto de normalidad de datos (Shapiro-Wilk) requerido para la aplicacion de
la metodologia descrita. Se consideré un valor de p<0,05 para establecer la significancia
estadistica de las diferencias (Sokal & Rohlf, 1995). Los datos fueron analizados mediante

el software SigmaPlot v.14.5 y GraphPad Prism v.8.0.1.
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RESULTADOS

Evaluacion del efecto de distintas fitohormonas en el crecimiento de la cepa.

Se evaluaron diferentes fitohormonas asociadas a la promocién del crecimiento en otras
microalgas. Se obtuvieron las curvas de crecimiento a 4 concentraciones de cada fitohormona
(Fig. 1). La fase exponencial fue alcanzada a los 12 dias de cultivo en cada tratamiento. En
este ensayo se determind que la hormona que mas promovié el crecimiento fue kinetina
aplicada a una concentraciéon de 0.5 ppm (Fig. 2).

Curvas de crecimiento cepa CCM-UdeC 264: Tratamientos fitohormonales
108

Walne
Control KOH
Control Etanol
GA3 1ppm
GA3 2ppm
GA3 4ppm
GA3 8ppm
KIN 0.5ppm
KIN 1ppm
KIN 2ppm
KIN 4ppm
AlA 0.5ppm
— AIA 1ppm
——— AlA2ppm
——  AlA4ppm

107 4

Densidad celular (cel/ml)

106

Tiempo

Figura 1: Curvas de crecimiento cepa CCM-UdeC 264 expuestas a diversos tratamientos

hormonales (sin replicas) a cuatro concentraciones cada una.
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Curva de crecimiento: Tratamiento fitohormonal
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Figura 2: Curva de crecimiento cepa CCM-UdeC 264 del tratamiento seleccionado

(Kinetina 0,5 ppm) con sus respectivos controles (sin replicas).

La tasa de crecimiento del tratamiento seleccionado fue de 1.02 (divisiones/dia) alcanzada
en la fase exponencial que se evidencio entre los dias 2 y 5 del cultivo. Con una densidad
maxima de 33.400.000 (cel./ml) alcanzada en la fase estacionaria. El cultivo seleccionado

fue posteriormente escalado a un volumen mayor de 1 litro.

Cultivo de la cepa en volumenes de 1L a la concentracion de fitohormona seleccionada

La Figura 3 y 4 muestran las curvas de crecimiento resultantes del tiempo experimental bajo
los tratamientos fitohormonales evaluados junto a sus respectivos solventes como control.
En ambos casos se puede observar la fase exponencial entre los dias 2 y 5, alcanzando la fase

estacionaria en el dia 12.
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Curva de crecimiento: Tratamiento Kinetina
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Figura 3: Curvas de crecimiento cepa CCM-UdeC 264 bajo tratamientos de la fitohormona

kinetina en una concentracion de 0.5 ppm con su respectivo control (KOH).

Curva de crecimiento: Tratamiento acido Abscisico
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Figura 4: Curvas de crecimiento cepa CCM-UdeC 264 bajo tratamientos de la fitohormona

acido abscisico (ABA) en una concentracion de 2mg/l con su respectivo control (etanol).
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La Tabla 2 resume los pardmetros de crecimientos de los tratamientos hormonales utilizados
y sus respectivos controles (solventes KOH y etanol). Entre los pardmetros de crecimiento,
se puede evidenciar una clara diferencia con respecto a la densidad maxima alcanzada por
los cultivos, mostrando una mayor densidad en cultivos tratados con la hormona Kinetina.
En los parametros de tasa de crecimiento y peso seco no se evidenciaron diferencias

significativas.

Tabla 2: Parametros de crecimiento cepa CCM-UdeC 264 expuesta a tratamientos
hormonales. Los valores son expresados en promedios = desviacion estandar de las 4 réplicas
respectivas de cada tratamiento. Superindices con igual letra demuestra que no se encontraron

diferencias significativas (p >0,05).

) Densidad méaxima x10’ Tasa de crecimiento Peso seco
Tratamiento -
(cel/ml) (div/dia) (mg/ml)
Control KOH 6,07 £0,19° 1,17 £ 0,192 0,86 £ 0,11°
Kinetina 7,31+ 0,55 1,09 +0,16° 0,89 +0,01°
Control Etanol 6,01 £+ 0,66° 1,01 + 0,112 0,91 £ 0,072
ABA 6,43 + 0,15% 1,03 £ 0,142 0,90 £ 0,06%

Analisis fotobiologicos:

La Figura 5 muestra la tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) de los tratamientos
evaluados en 12 dias de cultivo, en general se puede observar una tendencia similar en la
mayoria de los tratamientos, a excepcion de los cultivos tratados con acido abscisico que
presentaron un aumento de ETR en el inicio y final del tiempo experimental. En el caso de
los cultivos expuestos a kinetina, no se evidenciaron diferencias significativas con los

controles.

Por otro lado, las mediciones de NPQ (rendimiento no fotoquimico) no reveld tendencias
claras entre tratamientos ni dias de cultivo (Fig. 6). Los cultivos expuestos a kinetina

mostraron aumentos de NPQ (con respecto a su control) en los dias 4 y 12. Los cultivos

32



expuestos a ABA solo presento una disminucion de NPQ en el dia 4, con respecto a su control

(etanol); posterior al dia 4 no se mostraron diferencias significativas.

Por ultimo, el rendimiento cudntico optimo (Fv/Fm) mostro un nivel bajo con respecto a la
fotoinhibicion (bajo a 0,5) en el inicio de los cultivos; aun asi, en el resto del tiempo
experimental se mantuvo una tendencia mucho mayor en todos los tratamientos analizados
alcanzando valores entre 0.6 y 0.7. En general los cultivos expuestos a las fitohormonas

analizadas no mostraron ser afectados significativamente en cuanto a su actividad

fotosintética (Fig. 7).
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Figura §: Tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) en los distintos tratamientos

experimentales medidos cada dos dias en el tiempo de cultivo de la cepa CCM-UdeC 264
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Figura 6: Rendimiento no fotoquimico maximo (NPQmax) en los distintos tratamientos

experimentales medidos cada dos dias en el tiempo de cultivo de la cepa CCM-UdeC 264.
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Figura 7: Rendimiento cuantico optimo (Fv/Fm) en los distintos tratamientos experimentales

medidos cada dos dias en el tiempo de cultivo de la cepa CCM-UdeC 264.

Analisis bioquimicos:

a) Contenido de lipidos totales
En la Figura 8 se puede observar el contenido de lipidos totales en los diferentes tratamientos
a los que la cepa fue expuesta. Los graficos se expresaron en relacion a la biomasa seca (%),

por volumen de los cultivos (ug ml!) y por célula (pg cel™).

Expresado como porcentaje de lipidos por biomasa seca, kinetina disminuy¢ el contenido de
lipidos (Fig 8a) y expresado por volumen de cultivo, ABA disminuy¢ la produccion de lipidos
en los cultivos (Fig 8b). Finalmente, expresado como contenido de lipidos por célula (Fig.8.c)

no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.
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Contenido de Lipidos totales cepa CCM-UdeC 264
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Figura 8: Composicion lipidica de la cepa CCM-UdeC 264. a. Contenido de lipidos por
biomasa seca (%). b. Lipidos por volumen de cultivo (ug ml™). ¢. Lipidos por célula (pg cel
1. Superindices con igual letra indica que no se encontraron diferencias significativas (p
>0,05). Los datos representan el promedio + desviacion estandar de cuatro replicas en cada

tratamiento.

b) Perfil de acidos grasos:
En la Tabla 3 se puede observar el perfil de acidos grasos en los distintos tratamientos
sometidos a experimentacion. Segun los analisis estadisticos empleados, se logro evidenciar
que los cultivos tratados con ABA disminuyeron el contenido de los siguientes acidos grasos:

acido laurico, pentadecanoico, miristico, palmitico, oleico y palmitoleico.

Por otro lado, el contenido del acido linoleico en los cultivos experimentales fue mayor en
los cultivos expuestos a kinetina segun el porcentaje con respecto a los acidos grasos totales.
Los cultivos tratados con acido abscisico (ABA) generaron aumentos significativos en el
porcentaje de acido Arachidonico. Entre las fitohormonas mencionadas se observaron
diferencias con respecto al contenido de &cido docosahexaenoico (DHA), donde a pesar de
no encontrar diferencias significativas con sus respectivos controles, los cultivos expuestos

a ABA presentaron mayor contenido de DHA que los cultivos con kinetina.

En la Figura 9 se puede observar de forma grafica las diferencias entre los tratamientos con
respecto al contenido del acido graso: acido eicosapentaenoico (EPA). El grafico que resume
el porcentaje de EPA con respecto a los 4cidos grasos totales (Fig. 9a) no muestra diferencias
significativas entre los tratamientos experimentales, en general los porcentajes alcanzados

rondaron entre 23-25% de EPA.
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Por otro lado, el contenido de EPA expresados en mg/g de biomasa seca (Fig. 9b) muestra
diferencias significativas con los cultivos expuestos a acido abscisico (ABA), donde se puede
observar un contenido de EPA significativamente menor en comparacion con el resto de los

tratamientos. En general la adicion de kinetina no influyo en el contenido de EPA.

Contenido de EPA cepa CCM-UdeC 264
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Figura 9: Contenido de 4cido eicosapentaenoico (EPA) en la cepa CCM-UdeC 264, especie:
Phaeodactylum tricornotum. a. Proporcion de EPA (%) con respecto a los acidos grasos
totales b. Contenido de EPA por biomasa seca (mg/g). Superindices con igual letra demuestra
que no se encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el promedio

+ desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.
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Tabla 3: Anélisis de acidos grasos presentes en la biomasa de cepa CCM-UdeC 264. Los valores son expresados como promedio +
desviacion estandar. Para cada tratamiento realizado se obtuvieron valores expresados como mg/g por biomasa seca y % de cada acido

graso con respecto a los acidos grasos totales. Letras distintas en los superindices indican diferencias significativas (p >0,05).

Acidos Grasos Control KOH Kinetina Control Etanol ABA
mg/g % mg/g % mg/g % mg/g %
Saturados
C12:0 | Laurico 0,47 £ 0,84 £ 0,33+ 0,54 + 0,35+ 0,59 + 0,23 £ 0,47+
0,07% 0,09* 0,03% 0,08° 0,12%® 0,20° 0,07° 0,14°
C14:0 | Miristico 4,89 + 8,84 + 5,23+ 8,063 + 4,86 8,23 + 4,14 + 8,58 +
0,39* 0,38* 0,34% 0,38 0,35% 0,43* 0,32° 0,22*
C16:0 | Palmitico 10,14 £ 18,30 £ 11,80 + 19,44 £ 10,97 £ 18,59 + 9,67 £ 20,04 £
1,00%® 0,35% 0,98 0,56* 0,90% 1,422 0,73° 0,95%
C18:0 | Estearico 0,09 + 0,17+ 0,10+ 0,17+ 0,10+ 0,18+ 0,11 £ 0,22 +
0,012 0,012 0,01° 0,032 0,012 0,022 0,03* 0,04°
C15:0 | Pentadecanoico 0,14 £ 0,26 + 0,14 + 0,24 + 0,18 £ 0,30 + 0,12 + 0,24 +
0,01% 0,01? 0,02 0,01? 0,08 0,10 0,01° 0,01*
Total Saturados 15,73 + 28,41 + 17,61 29,03 + 16,47 + 27,89 + 1426+ | 29,56+
1,49* 0,84* 1,37 1,06* 1,46* 2,18 1,16 1,37
Monoinsaturados
C16:1 | Palmitoleico 20,12 £ 36,33 + 22,56 + 37,14+ 21,43 + 36,20 + 1721+ | 35,69+
1,85% 0,49* 2,022 0,66* 2,06* 1,14* 0,96° 1,31*




C18:1 | Oleico 1,30 + 2,35+ 1,42 + 2,34 + 1,17 + 1,99 + 1,02 + 2,13+
n9¢c 0,132 0,08* 0,192 0,17%® 0,05% 0,09° 0,09° 0,172
Total Monoinsaturados 21,42 + 38,68 + 23,98 + 39,48+ | 22,60+ 38,19 + 18,23+ | 37,81+
1,982 0,57* 2,20° 0,842 2,112 1,242 1,052 1,48%
Poliinsaturados
C18:2 | Linoleico 1,79 + 322+ 2,17 + 3,58+ 235+ 3,97+ 1,79 + 3,71+
née 0,24* 0,17° 0,21% 0,17¢ 0,20° 0,08* 0,17* 0,15%
C18:3 | gama-linolenico 0,23 + 0,42 + 0,27 + 0,44 + 0,26 + 0,44 + 0,26 + 0,53 +
n6 0,032 0,022 0,022 0,04 0,032 0,092 0,032 0,02°
C18:3 | alfa-linolenico 0,28 + 0,50 + 0,33 + 0,54 + 0,33 + 0,56 + 0,19 + 0,38 +
n3 0,04 0,04% 0,08* 0,112 0,08* 0,10* 0,04° 0,07°
C20:3 | cis-8,11,14-Eicosatrienoico 0,06 £ 0,11+ 0,05+ 0,09 + 0,05 + 0,09 + 0,05+ 0,11+
n6 0,012 0,012 0,012 0,012 0,022 0,032 0,012 0,012
C20:4 | Arachidonico 1,58 + 2,85+ 1,56 + 2,56 + 1,68 + 2,86 + 1,64 + 3,38+
n6 0,132 0,072 0,122 0,09* 0,11° 0,32* 0,22* 0,23°
C20:5 | cis-5,8,11,14,17- 14,01 + 25,32 + 14,43 + 23,75+ 15,07 + 25,45+ 11,56+ | 23,88+
n3 Eicosapentaenoico 1,14% 0,41° 1,41% 1,052 2,022 2,46 1,56° 1,772
C22:6 | cis-4,7,10,13,16,16- 0,27 + 0,49 + 032+ 0,53 + 0,33 + 0,56 + 031+ 0,64 +
n3 Docosahexaenoico 0,04* 0,032 0,052 0,072 0,052 0,08% 0,052 0,06°
Total Poliinsaturados 18,22 + 3291 + 19,13 + 31,49+ | 20,08 + 33,93 + 15,79+ | 32,63+
1,63? 0,74 1,922 1,54 2,50 3,152 2,08 2,31°
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¢) Proteinas totales
La Figura 10 muestra el contenido de proteinas en los tratamientos experimentales

expresados seglin biomasa seca (%), por volumen de los cultivos (ug ml ™), y por célula (pg

cel ™).

No se evidenciaron efectos de las fitohormonas en la acumulacion de proteinas ya que, en
ambos casos, los tratamientos hormonales no tuvieron diferencias respecto a sus respectivos
controles. Sin embargo, se observo un probable efecto del solvente usado para disolver las
hormonas, ya que los cultivos tratados con etanol como solvente disminuyeron su contenido

de proteinas respecto a los tratados con KOH.
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Figura 10: Contenido de proteinas totales en cepa CCM-UdeC 264. a. Contenido de
proteinas extraidas de biomasa seca (%). b. Contenido de proteinas por volumen de cultivo
(ug ml!). e. Contenido de proteinas por célula (pg cel'). Superindices con igual letra
demuestra que no se encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el

promedio + desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.

d) Carbohidratos totales
La Figura 11 muestra el contenido de carbohidratos presenten en los cultivos de P.
tricornutum. La Figura 11.a representa el porcentaje de carbohidratos totales presentes en la
biomasa seca extraida de los cultivos. E1 ABA, a diferencia de la kinetina, increment6 el
contenido de carbohidratos ya que su valor fue significativamente mayor que €l su control

cuando se expres6 como % por biomasa seca (Fig. 11a). Los graficos expresados como



contenido de carbohidratos por volumen de cultivo y por célula (Fig. 11by c¢) no evidenciaron

diferencias significativas entre los tratamientos evaluados.
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Figura 11: Contenido de carbohidratos totales en cepa CCM-UdeC 264. a. Contenido de
carbohidratos extraidos de biomasa seca (%). b. Carbohidratos por volumen de cultivo (ng
ml™!). ¢. Carbohidratos por célula (pg cel). Superindices con igual letra demuestra que no se
encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el promedio =+

desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.

e) Fenoles totales
Se puede observar el contenido de fenoles totales en los cultivos tratados experimentalmente
de manera grafica en la Figura 12 con sus respectivas diferencias significativas y expresado

como contenido de fenoles por volumen de cultivo (ug ml™).

Los datos obtenidos mediante los andlisis estadisticos evidenciaron que el ABA disminuyo
el contenido de fenoles totales en el cultivo respecto a su control; por otro lado, la hormona

Kinetina no afecto significativamente este parametro (Fig.12)
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Figura 12: Contenido de fenoles totales en cepa CCM-UdeC 264. Expresado como fenoles
por volumen de cultivo (ug ml?'). Superindices con igual letra demuestra que no se
encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el promedio =+

desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.

/) Contenido de clorofilas y carotenoides totales:
Se grafico el contenido de clorofila a, clorofila c¢;+c2 y carotenoides totales en los distintos

tratamientos se expresaron los resultados por volumen de los cultivos (ug ml™).

Los datos obtenidos mediante los analisis estadisticos efectuados evidenciaron un menor
contenido de clorofila a en los cultivos tratados con ABA; por otro lado, los cultivos
expuestos a kinetina no mostraron diferencias significativas con su respectivo control

(Fig.13).
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Figura 13: Contenido de clorofila a en la cepa CCM-UdeC 264. Expresado como Clorofila
a por volumen de cultivo (ug ml™!). Superindices con igual letra demuestra que no se
encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el promedio =+

desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.

En el caso del contenido de clorofila cl+c2 en los cultivos (Fig.14). se registr6 la misma
tendencia observada con el contenido de clorofila @, es decir, sin significancia entre los
tratamientos evaluados con kinetina, y un menor contenido de clorofila ¢ en los cultivos

expuestos a acido abscisico.

Contenido de clorofila c1+c2
1.5+

1.0

0.5

Mg mi-1 cultivo

0.0 T - :
C.KOH Kinetina C.Etanol ABA

Tratamientos

Figura 14: Contenido de clorofila c en la cepa CCM-UdeC 264. Expresado como Clorofila
¢ por volumen de cultivo (ug ml™'). Superindices con igual letra demuestra que no se
encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan la media + desviacion

estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.

La Figura 15 muestra como el contenido de carotenoides en los tratamientos evaluados no
presentaron diferencias significativas, en general los datos de los controles y sus respectivas

fitohormonas rondaron los 4-5 pg ml™! de cultivo.
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Figura 15: Contenido de carotenoides totales en la cepa CCM-UdeC 264. Expresado como
carotenoides por volumen de cultivo (ug ml™!). Superindices con igual letra demuestra que
no se encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el promedio +

desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.

Dentro del amplio espectro de los anélisis realizados para clorofilas y carotenoides, se analizd
también, el contenido de fucoxantina graficado en la Figura 16. Similar a lo obtenido para

carotenoides totales, no se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 16: Contenido de fucoxantina en la cepa CCM-UdeC 264. Expresado como

fucoxantina por volumen de cultivo (ug ml™!). Superindices con igual letra demuestra que no
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se encontraron diferencias significativas (p >0,05). Los datos representan el promedio +

desviacion estandar de cuatro replicas en cada tratamiento.
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DISCUSION

En este estudio se evalu6 el efecto de fitohormonas en el crecimiento y acumulacion de
distintos metabolitos de importancia biotecnologica en la diatomea Phaeodactylum

tricornutum

La evaluacion preliminar nos entregd informacion con respecto a la fitohormona (y su
concentracion) que podria estimular el crecimiento de la cepa en estudio (Fig.1). La hormona
seleccionada fue kinetina a la concentracion mas baja evaluada: 0.5 ppm (partes por millon).
Esta fitohormona ha sido previamente evaluada en diferentes especies de microalgas donde
ha evidenciado estimular el crecimiento por ejemplo en la microalga Nannochloropsis
ocednica (Eustigmatophyceae) descrito por Udayan y colaboradores (2018), en donde se
document6 una alta densidad celular con concentraciones de kinetina ain més bajas a las
utilizadas en este estudio (0.215ppm). A pesar de que las concentraciones bajas de kinetina
incrementaron la proliferacion celular en el estudio de Udayan y colaboradores (2018) la
produccion de biomasa (peso seco) no fue correlacionada con la densidad; situacion que de

igual manera se presentd en nuestra investigacion (Tabla 2).

Dado que las microalgas comparten una relacion fisioldgica con las plantas superiores, el
incremento en el crecimiento en concentraciones bajas de kinetina puede ser relacionado con
la activacion de reguladores del ciclo celular y la diferenciacion, pudiendo ser un mecanismo
propuesto detras del aumento en la proliferacion celular en plantas superiores (Sheen 2001).
A pesar de la existencia de esta hipotesis, el mecanismo no estd claramente estudiado en

microalgas, por lo que es necesaria la investigacion de esa area para esclarecerlo (Udayan et

al., 2018).

Con respecto a los cultivos tratados con acido abscisico (ABA) los resultados no mostraron
cambios en el crecimiento (Fig.4) lo cual concuerda con varios estudios que reportan que al
aplicar acido abscisico en la fase estacionaria temprana no se inhibiria el crecimiento de la
especie. Asi, por ejemplo, Zhang y colaboradores (2021) generaron cultivos expuestos a
diferentes concentraciones de ABA en P. tricornutum incluyendo la concentracion utilizada
en este estudio cuyos resultados concuerdan con que el crecimiento de un cultivo no es

afectado al ser aplicada en esta etapa experimental.
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El indicador fotobiologico Fv/Fm corresponde a la méaxima eficiencia fotoquimica de los
centros de reaccion asociados al fotosistema II, permitiendo ser caracter que refleja la
eficiencia de este fotosistema en los procesos dependientes de luz (Chu et al., 2019). En
general, los factores en el ambiente (temperatura, irradiancia, etc) y patrones enddgenos
(composicion genética, estado fisioldgico, etc) pueden afectar esta eficiencia fotoquimica
(Cosgrove y Borowitzk, 2011). En esta investigacion los factores abioticos que se estudiaron
sobre el rendimiento cuantico éptimo (Fv/Fm) fue la presencia de fitohormonas; que en cuyo
caso no influyeron negativamente sobre la actividad fotosintética de Ptricornutum,
obteniendo valores superiores a 0,5 (de 4 a 12 dias), lo cual indica un estado fisioldgico de
fotosaturacion y nula o baja fotoinhibicion; mientras que en los inicios de los cultivos se
observo una tendencia de aclimatacion de la cepa con valores inferiores (Fig. 7). Lo anterior,
concuerda con la investigacion realizada por Chu y colaboradores (2019) quienes obtuvieron

una actividad similar en P. tricornutum expuesta a una de las hormonas analizadas (ABA)

La tasa de transporte de electrones (ETRmax) mostro aumentos en cultivos expuestos a ABA
al inicio y final del crecimiento (Fig. 5), lo cual muestra una tasa de gradiente de electrones
mayor bajo la influencia de esta hormona en dichos tiempos experimentales, sugiriendo una
alta actividad electroquimica asociado a la cadena de transportes de electrones del
fotosistema II. Nuestros hallazgos coinciden con investigaciones previas sobre los efectos
del &cido abscisico (ABA) en cultivos de microalgas. Por ejemplo, un estudio realizado por
Lv y colaboradores (2019) quienes exploraron los efectos del ABA en la especie Dunaliella
salina. En su investigacion, observaron que la aplicaciéon de ABA resulté en una capacidad
alta de fijacion de carbono en ciertos dias del experimento, consecuente de una mayor tasa

de gradiente de electrones.

Por otro lado, el pardmetro de rendimiento no fotoquimico (NPQ) no mostr6é una tendencia
clara de variacidon en los distintos tratamientos. Kinetina, mejoro en ciertos tiempos la
capacidad no fotoquimica reduciendo el dafio luminico en comparacién con su respectivo
control y ABA (Fig. 6). En general el grupo de las citoquinas han sido ampliamente
reconocidas por su capacidad de fotoproteccion como lo es la disipacion en forma de calor y
el mejoramiento de la actividad fotosintéticas en microalgas (Romanenko et al., 2016). A

pesar de que este efecto no fue detectado claramente; a su vez, es posible observar que la
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presencia de Kinetina eleva los niveles de NPQ, sugiriendo un posible mecanismo de
proteccion anti-estrés desde el dia 6 hasta el 12. Esto es posible correlacionarlo con el
aumento de la concentraciéon de carotenoides totales, quienes poseen la capacidad de

disipacion de calor mediante el ciclo de las xantofilas (Demmig-Adams & Adams, 2002).

El contenido de lipidos reveld una disminucion con respecto al porcentaje de lipidos en la
adicion de kinetina y ABA en los datos expresados como mg/g de biomasa seca. Asi, por
ejemplo, Sulochana y colaboradores (2016) mostraron resultados similares, donde la adicién
de 4cido abscisico en medios de cultivos afines al usado en nuestro estudio, pero en la especie
Scenedesmus quadricauda no incrementa el contenido de este metabolito primario, sino que
incluso puede disminuirlo. Siendo en P. tricornutum la misma tendencia bajo la adicion
individual de ABA revelada por Chu y colaboradores (2019), quienes sugieren que las
combinaciones de fitohormonas podrian incrementar de mayor manera el contenido de

lipidos.

El contenido de 4acidos grasos presento un incremento en varios grupos poliinsaturados bajo
la adicion de fitohormonas, pero no se produjo una significancia notoria con respecto al total
del perfil de acidos grasos analizados. A pesar de lo anterior, el contenido de &cido
eicosapentaenoico (EPA) no tuvo variaciones significativas en los tratamientos control y
kinetina; mientras que bajo la exposicion de ABA el contenido de EPA mostro una
disminucion; esto concuerda con el estudio realizado por Fierli y colaboradores (2022),
quienes obtuvieron resultados similares, con respecto a un menor contenido de EPA de P,
tricornutum con concentraciones de 1.5 ppm de acido abscisico. Estudios de microalgas
expuestas a kinetina han revelado resultados bastante similares con respecto a la baja
intervencion de la hormona en la produccion de acidos grasos, por ejemplo, Park y
colaboradores (2013) revelaron que la adicidén de kinetina en diversas concentraciones no
afectaban la acumulacion de é4cidos grasos en la microalga Chlamydomonas reinhardtii,

situacion que fue repetida en la especie estudiada en esta investigacion.

Los contenidos de clorofilas y junto con fenoles mostraron variaciones con los tratamientos
fitohormonales, evidenciando menores contenidos bajo la exposicion de ABA. Fierli y
colaboradores (2023) revelaron que la adicion de ABA en P. tricornutum no incrementa el

contenido de clorofilas con respecto a los controles con etanol, situacion que fue repetida y
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corroborada en nuestra investigacion. Por otro lado, los compuestos fendlicos presentes en
microalgas se asocian con sus propiedades antioxidantes, desempenando un papel importante
en el crecimiento, la reproduccion y la proteccion contra diversas condiciones de estrés. En
general, los fenoles pueden acumularse en respuesta al estrés oxidativo (Cichonski &
Chrzanowski, 2022); la exposicion a ABA revelo un contenido reducido de fenoles, lo cual
podria indicar que la cepa estaria experimentando un nivel menor de estrés oxidativo bajo
estas condiciones. Con respecto al contenido de carotenoides, incluyendo a fucoxantina; no
se mostraron tendencias significativas en la adicion de fitohormonas; esto fue congruente con
los resultados del estudio realizado por Fierli y colaboradores (2022) con respecto a la
exposicion de P. tricornutum a acido abscisico, que no promovieron la acumulacién de

carotenoides, incluyendo fucoxantina en concentraciones similares de hormona (1.5ppm).

En general, las fitohormonas del grupo de las citoquininas como lo es kinetina han sido
reconocidas en promover la produccién de proteinas, como se describio en estudio de
Piotrowska y colaboradores (2009) quienes utilizaron esta hormona en la especie Chlorella
vulgaris obteniendo incrementos en dicho metabolito primario. En este estudio el contenido
de proteinas no fue mayor a lo de su respectivo control, pero si mayor en comparacioén con
la otra hormona en estudio (ABA). El hecho de utilizar diferentes especies y diferentes
condiciones de cultivo (temperatura, irradiancia y medios de cultivo) podrian explicar dichos
resultados. De igual manera, en la investigacion de Fierli y colaboradores (2023) observaron
que la adicion de ABA no incremento la produccion de proteinas con respecto a su
correspondiente control en P. tricornutum con concentraciones similares de la hormona que
se utilizaron en nuestro estudio y sugirieron que la combinacion con otra fitohormona sumada

a ABA podria generar resultados mas satisfactorios.

Por otro lado, el contenido de carbohidratos totales expresado por peso seco (%) presentd un
incremento en los cultivos expuestos a acido abscisico en comparacion con el resto de los
tratamientos analizados (Fig.11), estos resultados concuerdan con el estudio realizado por
Ghasemi (2021), quien utilizé concentraciones superiores de dicha fitohormona en la especie
Dunaliella salina, y observo un incremento en la produccion de hidratos de carbono. En P
tricornutum especificamente nuestro estudio demostré un aumento de carbohidratos en

comparacion con Zhang y colaboradores (2021) quienes revelaron disminuciones en el
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contenido de estos. Las diferencias propias entre cepas y medios de cultivo podrian explicar

estas comparaciones.
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CONCLUSIONES

La fitohormona kinetina a wuna concentracion de 0.5 ppm incrementd
significativamente la densidad celular maxima a la que llega un cultivo de la cepa

CCM-UdeC 264, pero no su tasa de crecimiento.

El rendimiento cuédntico optimo (Fv/Fm) no presentd tendencias con diferencias
significativas bajo la influencia de fitohormonas. La tasa de transporte de electrones
(ETRmax) fue mejorada al principio y final de los cultivos bajo la influencia de ABA.
Mientras que el rendimiento no fotoquimico (NPQ) no revel6 tendencias

significativamente claras.

Los lipidos totales disminuyeron en presencia de kinetina (expresados como % de
lipidos por biomasa seca) y ABA (expresados por volumen de cultivo) mientras que
el ABA disminuy0 el contenido de EPA en la biomasa (expresado como mg de EPA/

g de biomasa seca).

Los tratamientos con las hormonas no afectaron el contenido de proteinas,
carotenoides totales ni fucoxantina; mientras que el ABA incremento el contenido de

carbohidratos y disminuy6 el contenido de fenoles totales y clorofilas (a y c).

Los tratamientos con las hormonas kinetina y ABA, en las condiciones evaluadas no
afectan significativamente el crecimiento y la acumulacion de metabolitos de interés

comercial en la cepa chilena de P. tricornutum estudiada.
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