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Resumen 

Las bacterias son de gran importancia en la acuicultura, ya que participan en diferentes 

procesos como ciclo de nutrientes, la nutrición de organismos cultivados, en la calidad del agua, 

en el control de enfermedades, así como en el impacto ambiental de los efluentes. Las 

microalgas por su parte representan un importante soporte trófico para la acuicultura por su 

contenido de aminoácidos y la proteína, considerada como un producto de elevado valor 

biológico. Dentro de las microalgas, el grupo Bacillariophyceae (diatomeas), es el más 

abundante e importante en los océanos, estas algas unicelulares se encuentran protegidas en 

una pared celular hecha de sílice complejamente atada (frústula). Chaetoceros calcitrans es una 

diatomea ampliamente presente como especie dominante entre las diatomeas marinas en las 

zonas de estuarios y costeras. Considerada de importancia comercial, debido a que se utiliza 

como alimento acuícola, también ha sido considerada como una fuente potencial de lípidos y 

ácidos grasos esenciales y, ha demostrado tener capacidad para disminuir concentraciones de 

nitrógeno y fosforo de sistemas acuáticos. Las microalgas tienen la capacidad de crear un 

microambiente conocido como ficósfera, donde existen intercambios de metabolitos entre la 

microalga y las bacterias asociadas. Las interacciones en la ficósfera pueden tener un efecto de 

parasitismo, competitivo y mutualista, esta última interacción se ha demostrado ser eficiente 

para el reciclamiento de nutrientes como nitrógeno y fosforo en aguas residuales. El objetivo 

principal de este trabajo es evaluar la capacidad de bacterias asociadas a microalgas como 

promotoras de crecimiento en Chaetoceros calcitrans. 
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Summary 

Bacteria are of great importance in aquaculture, since they participate in different processes 

such as nutrient cycling, nutrition, water quality, disease control, as well as in the environmental 

impact of effluents. Microalgae represent an important trophic support for aquaculture due to 

their amino acid content and due to the protein generated, considered as a product of high 

biological value. There is a great diversity of microalgal species as an object of cultivation and 

study. The Bacillariophyceae group (diatoms), represent the more abundant group of 

microalgae and it is very important group in the oceans, these unicellular algae are protected in 

a cell wall made of complexly bound silica (frustule). Chaetoceros calcitrans is a microalgae 

widely present as a dominant species among marine diatoms in estuarine and coastal areas. 

Chaetoceros calcitrans has high commercial importance, because it is used as an aquaculture 

feed in hatcheries an can, also been considered as a potential source of lipids and essential fatty 

acids and has been shown to have the ability to reduce concentrations of nitrogen and 

phosphorus in aquatic systems. Microalgae can create a microenvironment known as 

phycosphere, where there are exchanges of metabolites between microalgae-bacteria. The 

interactions in the phycosphere can have a parasitic, competitive, and mutualistic effect, this 

last interaction has been shown to be efficient for the recycling of nutrients such as nitrogen 

and phosphorus in wastewater. The main objective of this work is to evaluate the capacity of 

bacteria associated with microalgae as growth promoters in Chaetoceros calcitrans. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La acuicultura ha demostrado ser una de las actividades más exitosas en la generación de 

alimentos a nivel mundial, pero este incremento ha traído retos ambientales, debido al impacto 

de los residuos ricos en material disuelto y suspendido como nitrógeno, fosforo y carbono, ya 

que causan cambios en el hábitat donde estos se vierten. Por lo que es recomendando utilizar 

estrategias para el desarrollo de una acuicultura sostenible (FAO, 2020; Lezama-Cervantes et al, 

2010). 

 

Las bacterias tienen importantes roles en la acuicultura, ya que participan en el ciclo de 

nutrientes, nutrición de organismos, en la calidad del agua, el control de enfermedades y en el 

impacto de los efluentes sobre el medio ambiente (Figura 1) (Moriarty, 1997). Muchas de estas 

bacterias se encuentran de forma natural o pueden ser agregadas de manera artificial a los 

sistemas de cultivo. Por tal motivo la manipulación de las comunidades bacterianas en la 

acuicultura tiene un gran potencial (Bentzon-Tilia et al., 2016). Se sabe que algunas bacterias 

tienen la capacidad de promover el desarrollo de diferentes parámetros de las microalgas, como 

en lípidos, pigmentos, carbohidratos, su estructura celular, entre otros; a este tipo de bacterias 

se les ha denominado bacterias promotoras de crecimiento en microalgas o, MGPB de sus siglas 

en inglés (de-Bashan et al, 2004). Estas, se caracterizan por tener diferentes mecanismos de 

acción, facilitando la adquisición de recursos como fosforo, vitaminas y secuestro de hierro. Por 

otro lado, también pueden modular los niveles de fitohormonas como acido indolacético (AIA) 

(Gilck, 2012; Orozco et al. 2018). 
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Figura 1. Rol de las bacterias en la acuicultura 

 

Uno de los grupos principales de microalgas que destacan entre el fitoplancton, son las 

diatomeas (Bacillariophyceae). Estas algas unicelulares se encuentran protegidas en una pared 

celular hecha de sílice complejamente atada (frústula). Los macronutrientes esenciales que se 

reconocen que producen su crecimiento y abundancia, son las formas inorgánicas de nitrógeno 

(N), fósforo (P), y sílice (Si) (D´Costa et al., 2010; Anu et al, 2016). Una de las diatomeas marinas 

ampliamente utilizada en la acuicultura es Chaetoceros calcitrans (Figura 2) (Seraspe et al., 

2014; Anu et al, 2016), la cual es considerada de importancia por su valor comercial, ya que se 

utiliza como alimento en cultivos de bivalvos, crustáceos y peneidos, adicionalmente es una 

fuente potencial de lípidos y ácidos grasos esenciales (Zhang et al, 2017; Brodie et al 2017). Esta 

diatomea ha demostrado ser eficiente al remover y asimilar eficazmente nutrientes como 

nitrógeno, fosforo y carbono en altas concentraciones (Tantanasarit et al 2013).  
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Figura 2. Célula de la microalga Chaetoceros calcitrans 

 

Las bacterias y las diatomeas han coexistido en diferentes hábitats durante millones de años, 

promoviendo sus interacciones con el paso del tiempo, por lo que probablemente estas 

intervinieron en la diversidad y éxito de las diatomeas (Amin et al., 2012).  La presencia de 

bacterias especificas en los cultivos de diatomeas sugieren que pueden cultivar su entorno 

mediante la secreción de metabolitos (triptófano) que las bacterias utilizan, y al mismo tiempo 

las bacterias producen metabolitos que estan implicados en el crecimiento de las diatomeas 

(AIA, Vitamina B12, sideróforos) (Figura 3b). A esta zona en donde se llevan a cabo las 

interacciones se le conoce como ficósfera, que es la zona de exudación de la microalga, donde 

las bacterias pueden utilizar los nutrientes exudados por las microalgas para producir 

metabolitos secundarios (Kimbrel et al., 2019). Los estudios en las interacciones microalga-

bacteria son pocos en contraste con los estudios de interacciones entre plantas superiores-

bacteria (Amin et al., 2015; Fei et al., 2020; Lépinay et al., 2018). Esto debido a las microalgas 

son organismos unicelulares fotosintéticos que pueden responder a la aplicación de bacterias 

promotoras de crecimiento o PGPB, por su siglas en inglés (de-Bashan, et al., 2012). 
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Este tipo de interacciones positivas puede ser de gran relevancia en diferentes aspectos de la 

acuicultura, las microalgas pueden usarse para mejorar las interacciones entre el hospedero y 

diferentes bacterias con potencial probiótico. Asi mismo, es posible establecer interacciones 

microalga-bacteria que mejoren la capacidad de producir nutrientes por parte de las microalgas, 

asi como potenciar su capacidad de biorremediación y su crecimiento. Por estas razones, el 

objetivo principal de este trabajo es evaluar la capacidad de bacterias asociadas a microalgas 

como promotoras de crecimiento en Chaetoceros calcitrans. 

 

 

 

Figura 3. Interacciones microalga-bacteria. En la imagen a, se muestran las diferentes 
interacciones que se pueden dar entre las diatomeas-bacterias, como los son interacciones 
competitivas en donde ambas compiten por las nutrientes disponibles en el medio. Interacción 
de parasitismo cuando ambas pueden secretar metabolitos que puedan inhibir el crecimiento 
de la otra o dañarla. Interacción mutualismo ocurre cuando la diatomea y las bacterias 
intercambian metabolitos benéficos para promover su desarrollo.  En la imagen b, se muestra el 
intercambio de metabolitos entre una diatomea y bacteria (interacción mutualista), como lo es 
triptófano por parte de la diatomea y AIA por parte de las bacterias.   
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Las diatomeas 
 

Las diatomeas son algas microscópicas unicelulares que constituyen un grupo muy común de 

fitoplancton. Estás se encuentran en ambientes acuáticos, principalmente marinos. Constituyen 

la clase de los Bacillariophyceae con rangos de tamaño de 2 a 200 μm (Godhe et al., 2008). Se 

han descubierto 200.000 especies de diatomeas en el planeta (Sanchez et al., 2019). Poseen una 

característica peculiar que es su pared celular compuesta de sílice, la cual se conoce como 

frústulas (Marella et al., 2020). Estas habitan generalmente en zonas fóticas y son candidatas 

para el seguimiento ecológico, debido a su sensibilidad ante los cambios mínimos en las 

características fisicoquímicas de sus entornos (Wasmund, 2017; Vasiljevid et al., 2017). Así 

mismo, son pieza clave en la fijación total de carbono y en la cadena trófica en el hábitat 

acuático. Son consideradas de interés biotecnológico por sus potenciales aplicaciones en 

diferentes áreas (Bozarth et al., 2009) ya que pueden llegar a producir mayores cantidades de 

lípidos y biomasa en comparación con otras algas (Hildebrand et al., 2012). Su gran 

adaptabilidad les permite soportar los gradientes ambientales, de nutrientes, de temperaturas, 

ambientes hipersalinos y diversas aguas residuales. Algunas ventajas competitivas de las 

diatomeas, en comparación con otros grupos, incluyen una tasa de crecimiento con bajos 

gradientes de luz y temperatura, crecer en sistemas de cultivo a gran escala, formación de 

biopelículas, asimilación eficiente de nutrientes, relaciones simbióticas con bacterias, alta 

acumulación de lípidos y presencia de moléculas de interés (Datta et al., 2019). Las diatomeas 

pueden utilizar nitrato, fosfato, sílice entre otros metales de las diferentes aguas residuales, y la 

biomasa resultante puede ser utilizada para la obtención de diversos compuestos como 

nutracéuticos, biocombustibles, biomoléculas, biofertilizantes y pigmentos.  (Tiwari et al., 2019; 

Marella et al., 2018).  

Además, la capacidad de las diatomeas para disminuir las elevadas concentraciones de 

nutrientes y/o metales de aguas residuales, se han convertido en temas de estudio y de interés 

en la investigación de la biorremediación (Mishra et al., 2020). 
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2.2 Chaetoceros Calcitrans 
 

C. calcitrans es una de las diatomeas con mayor importancia ya que, es utilizada ampliamente 

como alimento vivo de moluscos, crustáceos y algunas larvas de peces. (Sirakov et al., 2015). Su 

alto contenido en ácidos grasos poliinsaturados como el ácido eicosapentaenoico (alrededor del 

20% de lípidos totales), la hace candidata ideal para proveer de nutrientes esenciales a los 

organismos (Miller et al., 2014). Además, tiene la capacidad de disminuir las concentraciones de 

nutrientes de las aguas residuales acuícolas (Khatoon et al., 2016). Con el rápido crecimiento y 

desarrollo de la producción acuícola, se implementaron mejoras para la producción de C. 

calcitrans. Por lo tanto, se han realizado estudios sobre los factores que influyen en su 

crecimiento y rendimiento. Entre ellos destaca su amplia tolerancia a la temperatura que van 

desde los 10 a 35° C, como óptimo 25°C, salinidad desde 10% a 30%, óptimo 25%, (Akbarnejad 

et al., 2020; Gireesh et al., 2008), e intensidad de luz desde 40 a 200 μmol m⁻² s ⁻¹, optimo 120 

μmol m⁻² s ⁻¹ (Zhang et al., 2017). La producción de lípidos y carbohidratos está regulada por la 

temperatura (menor temperatura mayor concentración). Por otra parte, al aumentar la 

intensidad de luz, la producción de lípidos es afectada significativamente disminuyendo la 

producción de lípidos (Kong et al., 2021). Los pigmentos tienen un papel importante para su 

crecimiento, por lo que capturan y convierten la energía luminosa en energía bioquímica (Chen, 

et al., 2013). Por lo que, la Intensidad de la luz y la temperatura son los factores más 

importantes sobre la regulación de sus procesos fisiológicos y bioquímicos (Akbarnejad et al., 

2020).  
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2.3 Interacciones entre bacterias y microalgas 
 

En los sistemas acuícolas, las bacterias benéficas tienen un importante papel sobre la calidad 

biológica del agua y el bienestar de los organismos cultivados. Cumplen con funciones vitales 

dentro del ecosistema, como la nitrificación, desnitrificación y degradación de material orgánico 

(Netzer et al., 2021). Además de promover el crecimiento de muchos parámetros de 

crecimiento de las microalgas (de-Bashan et al, 2004), liberando factores para su desarrollo, 

sustancias poliméricas extracelulares, como auxinas (fitohormonas). Así mismo su presencia en 

los sistemas pueden controlar el crecimiento de bacterias no deseadas y biorremediar las aguas 

residuales disminuyendo la carga orgánica (Talapatra et al., 2021).  

 

Las interacciones entre bacterias y microalgas suelen ser más complejas que solo un 

intercambio de nutrientes (Mohsenpour et al., 2021). Las microalgas promueven los procesos 

bacterianos mediante la producción de oxígeno disuelto (Muñoz et al., 2006), por otro lado las 

bacterias proporcionan metabolitos secundarios necesarios y fuente de carbono inorgánico para 

el crecimiento de las microalgas (Wirth et al., 2020). 

 

La eliminación de los nutrientes de las aguas residuales a través de consorcios entre microalga-

bacteria es una función de diversos factores, como la absorción y transformación de los 

nutrientes. Estos factores impulsan su interacción, mejorando las tasas de absorción de 

nutrientes (Del Rio-Chanona et al. 2019). Estas interacciones entre microalga-bacteria, 

proporcionan un beneficio mutuo al utilizar los nutrientes disponibles y disminuyéndolos de su 

entorno medio (Qu et al. 2021; Makut et al., 2019). De tal manera, es esencial comprender los 

mecanismos de interacción entre la microalga-bacteria, para diseñar consorcios que permitan 

una eficiente degradación de los nutrientes (Mohsenpour et al., 2021). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Chaetoceros calcitrans es una diatomea cosmopolita, de importancia acuícola como alimento 

vivo por ser una fuente potencial de lípidos. Ha demostrado ser eficiente asimilando nitrógeno y 

fosforo en altas concentraciones en los sistemas acuáticos.  Por otro lado as bacterias 

promotoras de crecimiento en microalgas (MGPB, siglas en inglés) potencian la producción de 

metabolitos como pigmentos, carbohidratos y lípidos en las microalgas.  

 

 Por esa razón es importante el estudio de bacterias con potencial de ser promotoras de 

crecimiento en microalgas, y su comportamiento en co-cultivos, para la identificación su efecto 

en variables como densidad poblacional, metabolitos, asimilación de compuestos del medio. 

 

Históricamente, la acuacultura ha utilizado las microalgas exclusivamente como fuente de 

alimentos y/o control de ciertos nutrientes dentro de los sistemas, sin embargo, hacen falta 

muchos estudios para poder potenciar el crecimiento de las microalgas a través del uso de 

bacterias promotoras de crecimiento, especialmente en diatomeas. La mayoría de los estudios 

realizados entre microalgas y bacterias se han realizado en microalgas de origen dulceacuícola. 

. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Es posible inocular bacterias con potencial de promoción de crecimiento en cultivos de 

Chaetoceros calcitrans, esta inoculación propiciará, la interacción entre microalga-bacteria y 

tendrá un impacto en la producción de metabolitos de pigmentos, carbohidratos y lípidos.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general  
 

Evaluar la capacidad de bacterias asociadas a microalgas como promotoras de crecimiento en 

Chaetoceros calcitrans 

 

 

5.2 Objetivos particulares 
  

1. Caracterizar bacterias asociadas a microalgas con capacidad de ser promotoras de 

crecimiento 

 

2. Evaluar el efecto de la inoculación de bacterias con potencial de promoción de 

crecimiento en la producción de pigmentos, carbohidratos y lípidos en cultivos de 

Chaetoceros calcitrans. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1 Aislamiento de bacterias asociadas a microalgas  

 

Se evaluaron 36 cepas de bacterias, aisladas por la Dra. Melisa López Vera (Grupo de 

Microbiología Ambiental, CIBNOR) de 5 cepas de microalgas, (Chlorella sorokiniana 2805, 

Chaetoceros calcitrans, Chlorella capsulata, Chaetoceros muelleri y Isochrysis galbana). Las 

bacterias fueron reactivadas en medios de cultivo agar marino 2216 y YEGA (Van Niels extracto 

de levadura agar con glutamato). Las características microscópicas fueron descritas con el 

empleo del microscopio óptico. Se determinaron las características morfológicas mediante la 

estructura de colonia (tamaño, color, superficie, consistencia, densidad, forma, elevación y 

margen).  

 

6.2 Caracterización de cepas bacterias como potenciales promotores de crecimiento en 
microalgas 
 

6.2.1 Preparación de suspensiones bacterianas 

 

Se cultivaron las bacterias para su reactivación, 26 cepas en agar marino 2216 y 11 cepas en 

YEGA, durante 48 horas a 30°C. Las células bacterianas se cosecharon con un asa estéril de 

plástico para realizar suspensiones bacterianas en solución salina al 0.8%. La densidad óptica 

(OD) de las suspensiones fue ajustada a 0.400±0.005, a una longitud de onda (λ) de      . 

Estas fueron inoculadas en diferentes medios para su caracterización.  

 

6.2.2 Solubilizadoras de fosforo 

 

Se cultivaron las cepas de bacterias en placas de Petri utilizando medio de cultivo NBRIP doble 

capa (               ,                
  ,                    

  , (   )           
  , 

              ,                            ,              ) utilizando tres fuentes de fosforo, 

fosfato tricálcico(TPC), acido fítico (PHY) e hidroxiapatita (Hxa). El pH de los medios se ajustó 

utilizando hidróxido de Sodio (NaOH) (Misra et al, 2012). Las placas de Petri fueron inoculadas 

con 100 μl de suspensión bacteriana y colocadas en la incubadora a una temperatura de 30°C, 

durante 5 días. Finalmente las placas fueron analizadas para observar la aparición (positivo) o 
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no aparición (negativo) de halos en alrededor de las colonias. En el caso de los cultivos con ácido 

fítico, se utilizó una solución reveladora de cobalto. La prueba se realizó por triplicado.   

 

6.2.3 Producción de amilasas  

 

Para evaluar la capacidad de producir amilasas, las bacterias fueron cultivadas en medio 

amilasas (              ,                                            ,              
  , 

        
  ,             )  El pH fue ajustado a 7 con NaOH 1M. Las placas fueron inoculadas 

con 100 μl de suspensión bacteriana, posteriormente incubadas a 30°C, durante 5 días. 

Finalmente las placas se revelaron con una solución de Lugol 0.1N, se analizó la presencia halos 

transparentes (positivo) y la no presencia de halos (negativo) (Vaseekaran et al. 2010). La 

prueba se realizó por triplicado.  

 

6.2.4 Producción de sideróforos 

 

La evaluación de producción de sideróforos se realizó en medio solido CAS agar (Schwyn et al., 

1987) modificado utilizando los medios 2216 y YEGA. Las placas fueron inoculadas con 100 μl de 

suspensión bacteriana de cada cepa, se incubaron a 30°C por 5 días. Transcurrido el tiempo se 

evaluó la presencia de halos color anaranjado-amarillo (positivo) y la no presencia de estos 

(negativos).  La prueba se realizó por triplicado. 

 

6.2.5 Producción de auxinas  

 

Se prepararon tubos cónicos de 50 mL conteniendo 20 mL de medio YEGA y 2216, los dos 

medios suplementados con 200         de L-Triptófano. Tres tubos cónicos por cepa fueron 

inoculados con 100    de suspensión bacteriana. Los cultivos fueron incubados 4 días a 30°C, 

con agitación de 150 rpm. 2 mL de cada cultivo se cosecharon en tubos de microcentrífuga y 

centrifugados (10000xg, por 15 min a 4°C). El sobrenadante se separó para su determinación en 

microplacas de 96 pozos, colocando 100    del sobrenadante con 100    del reactivo de 

Salkowski (Glickmann et al.,1995), se dejó incubando 30 min. Posteriormente se realizó la 

lectura en un lector de microplacas a de      . La curva estándar fue preparada con medios 

YEGA y 2216 con concentraciones de              de AIA. 
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6.2.6 Motilidad  

 

La prueba de motilidad se realizó de acuerdo con Barahona et al. (2010) cada suspensión 

bacteriana se inoculó con un picadientes de madera estéril en el centro de la placa de cultivos 

YEGA y 2216 con agar al 0.3%. Las placas fueron incubadas por 48 horas a 30°C. El crecimiento 

radial de las colonias fueron medidas con un vernier a las 24 y 48 horas.  

 

6.2.7 Producción de biopelículas  

 

Se determinó la formación de biopelículas como describe Naves et al. (2008) en microplacas de 

96 pozos, 200     de medio de cultivo (YEGA y 2216) fueron inoculados con 10    de suspensión 

bacteriana por cada cepa. Las microplacas fueron incubadas a 30°C por 48 horas. El crecimiento 

bacteriano fue determinado utilizando un lector de microplacas a una densidad óptica de 

     . La producción de biopelículas se determinó añadiendo una solución de cristal violeta al 

0.3% a cada pozo durante 15 minutos para la tinción de las células adheridas, los pozos se 

enjuagaron 4 veces con agua, la microplaca se dejó secar durante 4 horas. Posteriormente se le 

añadió a cada pozo 200    de etanol al 95% con agitación de 60 rpm durante la noche para la 

extracción del cristal violeta de las células. Después del desteñido celular se utilizó un lector de 

microplacas a una densidad óptica de      . La formación de biopelícula fue estimada 

aplicando la formula descrita por Naves et al. (2008).  

 

    (
     

 
)                                                                           ( )  
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6.3 Obtención de la microalga Chaetoceros calcitrans   

 

La microalga Chaetoceros calcitrans CIB36 fue otorgada por el laboratorio de microalgas del 

centro de investigaciones biológicas del Noroeste S.A. de C.V. 

 

6.3.1 Cinética de crecimiento  

 

A partir de una muestra de 50 mL de C. calcitrans CIB36 con una concentración 

                , se realizó una curva de crecimiento. En matraces Erlenmeyer de 250 mL se 

colocaron 15 mL del inoculo inicial y 85 mL de medio de cultivo F/2 de Guillard, con un volumen 

de 100 mL a una concentración inicial de                 . Se le dio seguimiento por 7 días, a 

28°C, con agitación de 128 rpm, luz continua de                  , con toma de muestra cada 

24 horas. Los conteos se realizaron en cámaras de Neubauer en los cuadros de      , se 

determinó la concentración del cultivo aplicando la siguiente formula: 

 

                                                                                 ( ) 

Donde: 

C=           

N= promedio de células presentes en        (       ) 

dil= Factor de dilución (Cuando se considera necesario diluir la muestra)  

 

 

Figura 4. Cámara de Neubauer 
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La tasa de crecimiento se calculó utilizando la siguiente formula: 

  
  

  
                                                                                     ( ) 

Donde: 

                      (      )  

                              (        ) 

                 

 

El tiempo de generación se calculó mediante la siguiente ecuación  

   
   

 
                                                                           ( ) 

Donde:  

                        (    ) 

            

                              

  

6.4 Bioensayos para la evaluación del efecto de la inoculación de bacterias con potencial de 
promoción de crecimiento en Chaetoceros calcitrans 
 

Las bacterias 32br y 35b fueron seleccionadas debido al potencial de producción de AIA, 

formación de biopelículas, solubilización de fosforo y motilidad. Se sabe que Azospirillum 

Halopraeferens es una bacteria promotora de crecimiento, con la capacidad de sobrevivir en 

ambientes marinos (hasta 3.5% de salinidad) (Puente et al. 1999). Por tal motivo, fue escogida 

para su evaluación.   

Para este bioensayo se realizaron 5 tratamientos, Para el tratamiento 1 (T1) se tomaron 

matraces de 500 mL, se añadieron 120 mL de medio de cultivo F/2 de Guillard con agua de mar 

esterilizada a salinidad de 35 ppm, 30 mL de inoculo de Chaetoceros calcitrans, el volumen final 

fue 150 mL, con una concentración celular de               como control. Para el 

tratamiento 2 (T2) en matraces Erlenmeyer de 500 mL se colocaron 120 mL de medio de cultivo 

F/2 de Guillard con agua de mar esterilizada a salinidad de 35 ppm, 30 mL de cultivo de 

Chaetoceros calcitrans y 1.5 mL de suspensión bacteriana con la cepa Azospirillum 

halopraeferens, con un volumen total de 150 mL con concentración celular de C. calcitrans 
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             , y concentración de A. halopraeferens de               . Para el 

tratamiento 3 (T3) en matraces de 500 mL se colocaron 120 mL de medio de cultivo F/2 de 

Guillard con agua de mar esterilizada a salinidad de 35 ppm, 30 mL de inoculo de C. calcitrans y 

150 μL de suspensión bacteriana de la cepa 32br, volumen de 150 mL con concentración celular 

de              , y una concentración celular de               de la cepa 32br. Para el 

tratamiento 4 (T4) se tomaron matraces de 500 mL, se añadieron 120 mL de medio de cultivo 

F/2 de Guillard con agua de mar esterilizada a salinidad de 35 ppm, 30 mL de C. calcitrans y 150 

μL de suspensión bacteriana de la cepa 35b. Las concentraciones celulares fueron de 

              de C. calcitrans y                de la cepa 35b. Para el tratamiento 5 (T5) se 

utilizaron matraces de 500 mL, se añadieron 150 mL de medio de cultivo F/2 de Guillard con 

agua de mar esterilizada con salinidad de 35 ppm, 1.5 mL de suspensión bacteriana de la cepa A. 

halopraeferens. La concentración celular fue de               . Cada uno de los tratamientos 

se realizaron bajo las mismas condiciones de cultivo, agitación continua a 128 rpm, luz continua 

de                 , a temperatura de 28°C.  

Se realizaron 3 réplicas por tratamiento. El bioensayo se realizó por duplicado (Figura 5).. 

 

 

Figura 5. Diagrama del diseño experimental. 
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6.4.1 Evaluación de la densidad celular 

 

Se tomó 1 mL de muestra de cada uno de los tratamientos cada 24 horas, durante 7 días. 

Posteriormente se realizaban conteos de C. calcitrans en cámaras de Neubauer para determinar 

la concentración celular diaria. Para obtener la densidad celular se utilizó la ecuación (2), para la 

tasa de crecimiento la ecuación (3), y para determinar el tiempo de generación la ecuación (4). 

 

6.4.2 Evaluación de la concentración de pigmentos 

 

Se tomaron 5 mL de muestra de cada matraz de los tratamientos, y se colocaron en tubos de 

centrifuga de 50 mL esterilizados. Posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm, durante 15 

minutos, y se retiró el sobrenadante. Las muestras se cubrieron con papel aluminio y se 

colocaron en congelación a -20°C hasta su uso. Las muestras se recolectaron el día 0, 3, 5 y 7. 

Para la extracción de pigmentos se añadieron 3 mL de solvente (acetona al 90%) a cada una de 

las muestras. Se homogenizaron en vortex, y fueron colocadas en un baño ultrasonidos en hielo 

por 1 hora. Las muestras se centrifugaron a 4000 rpm, por 15 minutos. Las muestras fueron 

colocadas en hielo. El extracto de pigmentos se transfirió a otro tubo cubierto con papel 

aluminio utilizando una pipeta pasteur (Arredondo-Vega et al., 2017). Se añadieron 300    de 

extracto de pigmentos pozos de microplacas y se utilizó un lector de microplacas. Las muestras 

fueron leídas en el espectrofotómetro a 664 nm para determinar la clorofila a (Chl a), 630 nm 

para la clorofila c (Chl c) y de 480-510 para carotenoides. Las pruebas se hicieron por triplicado 

de cada uno de los bioensayos.  

 

Para calcular la presencia de Chl a se utilizó la siguiente ecuación: 

 

      (            )  (          )                                        ( ) 

                                          

                                          

 

La ecuación para determinar la Chl c fue la siguiente: 

 

      (            )  (           )                                             ( ) 
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Para la determinación de carotenoides se utilizó la siguiente ecuación: 

 

                                                                                    ( ) 

 

6.4.3 Evaluación de la concentración de carbohidratos 

 

Se tomaron 5 ml de muestra de cada uno de los tratamientos, se centrifugo a 4000 rpm, 

durante 15 minutos, se retiró el sobrenadante y se colocó en congelación a -20°C. Las muestras 

se cubrieron con papel aluminio. La toma de muestra se realizó a los tiempos 0, 72, 120, y 168 

horas 

 

6.4.4 Evaluación de la concentración de lípidos   

 

Se tomaron 5 ml de muestra de cada uno de los tratamientos, se centrifugo a 4000 rpm, 

durante 15 minutos, se retiró el sobrenadante y se colocó en congelación a -20°C. Las muestras 

se cubrieron con papel aluminio. La toma de muestra se realizó a los tiempos 0, 72, 120, y 168 

horas. 

 

6.5 Análisis estadísticos  

 

Para la caracterización de cepas bacterias se realizaron 3 réplicas por cepa, por cada una de las 

pruebas realizada. Las pruebas se realizaron por duplicado (n=6). Se utilizo análisis de varianza 

unidireccional (ANOVA), posteriormente se realizó un análisis mediante la prueba de Tukey a 

p<0.05. Los análisis estadísticos de la densidad celular y pigmentos fueron realizados mediante 

un análisis de la varianza unidireccional (ANOVA), posteriormente con una prueba de Tukey a 

p<0.05. tres replicas por tratamiento. El bioensayo se realizó por duplicado. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Selección de bacterias con potencial de promover el crecimiento en microalgas 
 

Para obtener las suspensiones de bacterias se realizó la purificación de cada cepa, (Figura 6). 

Estas cepas fueron utilizadas para su caracterización en pruebas de solubilización de fosforo, 

producción de amilasas, sideróforos, auxinas, biopelículas y motilidad.  La selección de selección 

de las cepas utilizadas para los bioensayos se hizo con base a los resultados obtenidos de esta 

caracterización. 

  

En la prueba de solubilización de fosforo inorgánico se observaron bacterias con la capacidad de 

solubilizar TPC y PHY. Pero no se observaron bacterias con la capacidad de solubilizar HXA (Tabla 

1). 

Para la prueba de solubilización de amilasas se observó un cambio de color alrededor de la 

colonia al colocar la solución reveladora de yodo. Por lo que se registraron como positivas las 

que no viraron de color y negativas las que viraron a color azul, como se muestra en la Figura 8.  

 

En la prueba de producción de auxinas se observó el viraje de color de las muestras, al añadirse 

el reactivo de Salkowski. Esto se debe a la presencia de indoles en la muestra (figura 9).  Al 

evaluarse en un espectrofotómetro se registraron los valores de su absorbancia y calcular su 

concentración mediante la curva estándar. (Figura 10; Figura 11).   

 

Se realizo un primer tamizado de las cepas, con base a los resultados obtenidos. Por lo que las 

cepas seleccionas fueron A. halopraeferens, 32br, 35b, 27b, 31 y 41. Uno de los criterios 

principales fue la producción de auxinas.  

 

En la prueba de motilidad se observó que las bacterias 35b y 32br registraron casi nula 

motilidad a las 24 y 48 horas (Figura 12a; Figura12c). Por otra parte, las cepas A. halopraeferens, 

31 y 41, se registraron con mayor motilidad a las 24 y 48 horas (Figura 13). 
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En la evaluación de la formación de biopelículas se observó que las cepas 31, 41, y 27 

producción menos biopelículas en comparación con las cepas 35b y 32br (Figura 14, Figura 15).  

Con base a estos resultados se seleccionaron las cepas 32br, 35b y A. halopraeferens, para la 

evaluación como MGPB. 

 

 
 

Figura 6. La imagen a se muestran placas de Petri con bacterias aisladas y purificadas. Imagen b 
suspensiones bacterianas de cada una de las cepas. 

 
Figura 7. Prueba de solubilización de fosfato. La imagen a una placa de Petri con medio NRIPB y 
como fuente de fosforo TPC, se puede apreciar un halo alrededor de la colonia (flecha roja). En 
la imagen b placa de Petri con medio NRIPB y como fuente de fosforo PHY, se puede apreciar un 
halo alrededor de la colonia (flecha roja). 
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Tabla 1. Solubilización de fosfatos 

 

Microalga asociada: cultivo de microalga de donde se aisló la bacteria. 2808 (Chlorella 

sorokiniana UTEX 2805), C. cal (Chaetocero calcitrans), C. cap (Chlorella capsulata), C. mue 

(Chaetoceros muelleri), I. gal (Isochrysis galbana). 

Positivo a la solubilización de fosforo: +(positivo),    

Negativo a la solubilización de fosforo: - (negativo)                        
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Figura 8. Prueba de producción de amilasas, al colocar gotas de Lugol sobre las colonias que 
viran a color azul se consideran como negativas (línea roja) a la prueba, y las que no viran se 
consideran como positivas (cruz verde).  

 

 
Figura 9. Prueba para la producción de auxinas. a) se observa las muestras obtenidas antes de 
añadir el reactivo de Salkowski la llave (color rojo) abarca el blanco (medio cultivo YEGA, sin 
bacterias). b) Cambio de color en las muestras al añadirse el reactivo de Salkowski (Medio 
YEGA). c) Curva estándar de AIA de concentraciones de 50μg mL⁻¹(color rojo) a 0 (color amarillo) 
en medio YEGA. d) Muestras en medio 2216. 
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Figura 10. Graficas de las producciones de auxinas en bacterias. La imagen a  son los resultados 
obtenidos en medio YEGA. La imagen b concentraciones obtenidas en medio 2216. Se utilizo 
ANOVA, posteriormente prueba de Tukey a p<0.05, n=6. No se observaron diferencias 
significativas entre tratamientos y control.  
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Figura 11. c) Curva estándar de AIA en medio YEGA utilizada para la obtención de las 
concentraciones de auxinas. d) Curva estándar de AIA en medio 2216 para la obtención de las 
concentraciones. 
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Figura 12. Prueba de motilidad. a) cepa A. halopraeferens a las 24 y 48.  b) cepa 32br a las 24 y 
48 horas. c) cepa 35b a las 24 y 48 horas. 

 
 

 
Figura 13. Grafica de la prueba de motilidad en bacterias. Se muestran las barras del 
crecimiento radial de las colonias, a las 24 horas (color gris oscuro) y a las 48 horas (color gris 
claro). 
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Figura 14. Prueba de producción de biopelículas. a) bacterias adheridas en la pared del pozo de 
la microplaca teñido con cristal violeta 0.3%. b) Extracción del cristal violeta con Etanol al 95% 
(Et-OH 95%). 

 
 

 
 
Figura 15. Grafica de la prueba de índice de formación especifico de biopelículas. Se analizaron 
mediante ANOVA, posteriormente con prueba de Tukey p<0.05. Se observaron diferencias 
significativas (*) con respecto al control.  
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7.2 Concentración celular de Chaetoceros calcitrans  
 

Durante el tiempo de cultivo de C. calcitrans no se observaron cambios morfológicos, ni células 

dañadas en los tratamientos (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Células de Chaetoceros calcitrans viables en cámaras de Neubauer. Imagen a muestra 
de 1 día de cultivo del T1. Imagen b muestra de 5 días de cultivo de T1. 

 

Se determino la concentración celular del cultivo de C. calcitrans cada 24 horas utilizando la 

ecuación 2. Durante los 7 días se observó un crecimiento exponencial en cada uno de los 

tratamientos (Tabla 2). Al analizarse por ANOVA y prueba de Tukey a p<0.05. no se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos.  
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Figura 17. a) bioensayo con los 4 tratamientos al Dia 0. b) Bioensayo al día 3, se aprecia un 
cambio de color debido a la densidad celular. 

  

 

Tabla 2.Densidades celulares de cado uno de los tratamientos durante 7 días. 
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Figura 18. Concentraciones celulares de C. calcitrans en T1 (circulo), T2 (rombo), T3 (cruz) y T4 
(Triangulo), desde el tiempo 0 hasta el día 7. No se observaron diferencias significativas entre 
los tratamientos por ANOVA y prueba de comparación de promedios de Tukey con p ≤0.05, 
N.S.=No significancia, n=6 

 

 

Figura 19. Densidades celulares de C. calcitrans de cada uno de los tratamientos, expresados en 
logaritmo natural (Ln) con una tendencia lineal. No se observaron diferencias significativas con 
respecto al control. P<0.05, n=6. 
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Tabla 3. Tasas de crecimiento promedio (μ) y tiempo de generación promedio (Tg) de C. 
calcitrans para el control y cada uno de los tratamientos. 
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Figura 20. Grafica de las densidades celulares de Chaetoceros calcitrans durante 7 días. La 
gráfica a, muestra el comportamiento de la concentración entre T1 (C. calcitrans como control) 
y T2 (C. calcitrans + A. halopraeferens). la gráfica b muestra el comportamiento de la densidad 
celular entre T1(control) y T3 (C. calcitrans + cepa 32br). La grafica c muestra el comportamiento 
entre T1 (control) y T4 (C. calcitrans + 35b). 
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7.3 Pigmentos 
 

Se evaluó la concentración de pigmentos de cada tratamiento de los días 0, 3, 5 y 7. Se 

determinó la concentración de chl a mediante la ecuación 5. No se observaron diferencias 

significativas entre los tratamientos y control (Figura 22).  

La concentración de chl c se determinó mediante la ecuación 6. Se evaluaron muestras a los días 

0, 3, 5 y 7. Se observo una diferencia significativa entre T4 y T1 al día 5 (Figura 23). 

La concentración de carotenos se determinó utilizando la ecuación 7. No se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos y el control. 

Al determinar la concentración de los pigmentos totales de cada tratamiento, no se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos. 

 

 

 

 
Figura 21. Extracción de pigmentos con acetona al 90%, y determinación de la concentración de 
pigmentos en microplacas. 
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Figura 22. Concentraciones de Chl a de cada uno de los tratamientos los tiempos (Días) 0, 3, 5 y 
7. Se utilizo ANOVA, posteriormente prueba de Tukey p<0.005, (n=6). No se observaron 
diferencias significativas (N.S.) entre los tratamientos y con respecto al control.  

 
Figura 23. Concentración de Chl c μg mL⁻¹. En los tiempos (Días) 0, 3, 5 y 7 días. Se utilizo 
ANOVA, posteriormente prueba de Tukey p<0.005, (n=6). Se observo una diferencia significativa 
(*) con respecto al tratamiento control (T1).  
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Figura 24. Concentración de carotenos (μg mL⁻¹). En los tiempos 0, 3, 5 y 7 días. Se utilizo 
ANOVA, posteriormente prueba de Tukey p<0.005, (n=6). No se observaron diferencias 
significativas (N.S.) entre los tratamientos y control. 

  

 
Figura 25. Concentraciones de pigmentos totales (μg mL⁻¹). En los tiempos 0, 3, 5 y 7 días. Se 
utilizo ANOVA, posteriormente prueba de Tukey p<0.005, (n=6). No se observaron diferencias 
significativas (N.S.) entre los tratamientos y control. 
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7.4 Lípidos 
 
Las muestras se colocaron en el congelador a -20°C. Hasta su uso. 

 

7.5 Carbohidratos 
 
Las muestras se colocaron en el congelador a -20°C. Hasta su uso. 
 
7.6 Diatomeas  
 

Las diatomeas proporcionan diversos beneficios a la actividad acuícola, uno de estos es la 

disminución de la concentración de compuestos con nitrógeno y fosforo. Diversos estudios 

mencionan asimilación de nitrógeno desde 50-80% y fosforo desde 20-80%. La eficacia de 

remoción está relacionada con las concentraciones de los compuestos en la que se encuentren 

las microalgas, temperatura, salinidad e intensidad de luz (Singh et al. 2021; Tantanasarit et al. 

2013; Inbakandan et al. 2020). 

 

 

 

Figura 26. La asimilación de compuestos con N y P, promueven el crecimiento celular, aumenta 
la concentración de pigmentos, lípidos y carbohidratos. 
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 Selección de bacterias con potencial de promover el crecimiento en microalgas 
 
A partir del aislamiento de bacterias asociadas a microalgas, y al realizar pruebas para su 

caracterización como posibles promotoras de crecimiento en microalgas. 

 

El ácido fítico y el fosfato tricálcico provienen de las dietas ricas en proteína vegetal 

(principalmente soja), y harinas de pescado. Estos compuestos representan entre el 50-90% del 

fosforo total (Kokou et al., 2018; Ma et al. 2014). Se observó que algunas bacterias tienen la 

capacidad de solubilizar por lo menos una fuente de fosforo inorgánico, como TPC y PHY, 

debido a la capacidad de producir ácidos orgánicos y/o fitasas. Estos compuestos se han 

encontrado en concentraciones de 20 mg L ¯¹ (Martins et al., 2017). Por motivo, la solubilización 

del fosforo inorgánico es esencial para la asimilación y el crecimiento de microalgas (Corrales-

Ramírez et al., 2014). Se observó que las cepas 32br y 35b, presentan mecanismos para 

hidrolizar y de solubilizar fuentes de fosforo como TPC y PHY.  

 

El almidón es un compuesto utilizado ampliamente como fuente de energía económica, 

aplicado en algunas dietas como aglutinante (Nolasco-Soria 2020). La prueba de amilasas nos 

permite detectar cepas con la capacidad de producir amilasas para la hidrolisis de almidón.  Las 

cepas 32br y 35b fueron capaces de hidrolizar el almidón del medio.  

 

Se han reportado una gran cantidad de bacterias que producen AIA; esta fitohormona tiene un 

papel importante en el crecimiento y desarrollo de las microalgas, aumenta la producción de 

ciertos de metabolitos de interés (lípidos y carbohidratos), (Bashan et al., 2008; Jauffrais et al., 

2017, Salama et al., 2017). Las cepas 32b y 32br mostraron las más altas auxinas (1.63         

y 1.95        respectivamente). Con base a estos resultaron fueron seleccionadas para el 

bioensayo. 

 

 Las biopelículas son estructuras de polisacáridos, en donde ocurren diversos procesos como, 

interacciones celulares (Nielsen et al. 2015). Naves (2008) reporto un índice de formación 

específicas de biopelículas donde valores <0-35 es una nula producción, y valores   1-10 son 
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fuertes productoras de biopelículas. Las cepas 35b y 23br obtuvieron valores de 5.14 y 5.37, por 

lo que, fueron registradas como fuertes productoras de biopelículas. 

 

La motilidad en las bacterias es un mecanismo que les permite colonizar nichos, adherirse a 

células huésped, como forma de supervivencia. Cuando la bacteria usa la rotación flagelar para 

desplazarse en superficies acuosas se le conoce como motilidad de natación (Casado-Garcia et 

al. 2021). Las cepas 35b y 32br no presentaron motilidad durante las 48 horas, en contraste con 

A. halopraeferens que tuvo un crecimiento radial de 2.48 cm. 

Con base a los resultados obtenidos, se seleccionaron las cepas 32br y 35b, como posibles 

promotoras de crecimiento. 

 
8.2 Concentración celular y pigmentos de Chaetoceros calcitrans  
 

Aunque se observó un crecimiento exponencial en los 4 tratamientos de los cultivos con 

Chaetoceros calcitrans, no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 

18). Se ha reportado que Chaetoceros calcitrans se desarrolla de forma exponencial durante los 

primeros 7 días, en medios de cultivo F/2 (Kaspar et al. 2014; Reveillón et al. 2016).  Las 

bacterias no afectaron el crecimiento, en comparación con el tratamiento control. Por lo que se 

sugiere que el tipo de relación entre diatomeas y bacterias es de neutralismo, ya que no se 

observó un beneficio (Xia et al. 2021). 

 

Las diatomeas contienen dos tipos de pigmentos, clorofilas y carotenoides. La Chl a es la 

predominante, por lo que su función central es convertir la energía fotoquímica. Mientras que la 

Chl c es utilizada como un pigmento accesorio.  Por otro lado estan los carotenoides que estos 

participan en la fotoprotección (Kuczynska et al. 2015).  En relación con la producción de chl a, 

no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. En la producción de Chl c se 

observó una diferencia significativa entre el tratamiento T4 y control.  En la Concentración de 

pigmentos totales no se observaron diferencias significativas. Al evaluar la concentración de 

pigmentos totales no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y con 

respeto al control. reportaron que la concentración de pigmentos está relacionada con la 



38 
 

interacción entre microalga-bacteria y la concentración de las diferentes fuentes de nitrógeno 

(Fallahi et al. 2021, Zhang et al. 2021) 

 

El uso de diatomeas como Chaetoceros calcitrans es muy importante para el sector acuícola, 

actualmente ha despertado el interés de aplicación de consorcios microalga-bacteria para la 

disminución de las concentraciones de N y P en los efluentes, para evitar la eutrofización en 

zonas costeras. Ya que se reportado que las diatomeas tienen la capacidad de asimilar desde un 

50-80% del nitrógeno total y de un 20 a 80% de fosforo (Marella et al., 2020). 
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9. CONCLUSIONES 

 

 Se observó que las bacterias aisladas tenían potencial de ser promotoras de crecimiento, 

ya que solubilizaban fuentes de fosforo, producían auxinas, y formaban biopelículas. 

 

 Al evaluar el crecimiento de los co-cultivos no se observó una diferencia significativa 

entre los tratamientos. Llas bacterias no tuvieron un efecto sobre el crecimiento de los 

cultivos en medio f/2. 

 
 Al evaluar los pigmentos no se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos. Debido a que el aumento en la producción de Chl y pigmentos está 

relacionada con la concentración de fuentes nitrógeno disponibles.  

 
 Las diatomeas tienen un gran potencial biotecnológico, su tolerancia a cambios de 

temperatura, salinidad, intensidad de luz y concentración nutrientes, además de que 

pueden formar interacciones con bacterias para potenciar su asimilación de N y P, para 

promover su crecimiento.  

 
Como perspectivas y recomendaciones para el trabajo realizado con la caracterización de 

bacterias asociadas a microalgas y con posible potencial para ser promotoras de crecimiento en 

microalgas, y los resultados obtenidos en relación con el crecimiento celular y la concentración 

de pigmentos, sugieren lo siguiente: 

 
 Las bacterias aisladas demostraron tener diversas capacidades para ser posibles 

promotoras de crecimiento en microalgas, ya que pueden solubilizar diferentes fuentes 

de fosforo, hidrolizar almidón, producen AIA, son fuertes productoras de biopelículas, 

tiene motilidad. Por lo tanto, en futuros trabajos se podrán evaluar las cepas que no 

fueron co-cultivadas con C. calcitrans.   

 
 Algunos estudios sugieren evaluar las bacterias en aguas con altas concentraciones de 

nutrientes, ya que esto permite contrastar el comportamiento de la microalga en co-

cultivo con bacterias con potencial de ser promotoras de crecimiento.  
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 El reciente interés por conocer las interacciones entre microalga y bacteria aportara 

mayor conocimiento sobre las moléculas que intervienen en sus procesos metabólicos. 

También potenciara el desarrollo y producción de co-cultivos para la obtención de 

diversos productos de interés biotecnológico a los diversos sectores. 
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