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RESUMEN

Los carbohidratos son biomoléculas organicas compuestas principalmente por carbono,
hidrogeno y oxigeno, los cuales se clasifican como: Monosacaridos, Oligosacaridos y
Polisacaridos. En plantas terrestres y microalgas los carbohidratos son encontrados
principalmente como polisacaridos, representados mayormente por el almidon; en
donde, la biosintesis y acumulacion de almidon esta regulada por la actividad de la
enzima ADP-Glucosa pirofosforilasa (AGPase. 2.7.7.27). Actualmente, el almidon
generado por plantas y microalgas es un biopolimero considerado de gran importancia
debido a su utilidad como alimento, en la industria y la obtencion de biocombustibles.
Por tal razon, muchos estudios se enfocan en incrementar la biosintesis y acumulacion
de almidon en plantas y microalgas.

Por otra parte, la bacteria Azospirillum brasilense, es considerada promotora del
crecimiento de diversas plantas de interés agricola y comercial, ademas de la microalga
del genero Chlorella. La co-inmovilizacion de Chlorella spp. y Azospirillum brasilense
en esferas de alginato es propuesta para remover nutrientes (nitrogeno y fosforo) de un
medio sintético de crecimiento o agua residual doméstica. Al mismo tiempo
Azospirillum induce una mayor actividad enzimatica de varias cepas de Chlorella ¢
incrementa el contenido de pigmentos como clorofila a y b, luteina y violaxantina,
ademas, provoca un incremento en el contenido de lipidos y la variedad de acidos
grasos en las células de microalga.

En esta investigacion se evalud el efecto de la bacteria promotora del crecimiento de
microalgas Azospirillum brasilense, sobre la acumulaciéon de carbohidratos totales y
almidon de dos especies de Chlorella (C. vulgaris y C. sorokiniana). Cuando la bacteria
y cada microalga se encontraban co-inmovilizadas en esferas de alginato y cultivadas en
un medio sintético de crecimiento y creciendo bajo regimen autotrofico y heterotrofico.
Ademas, se evaluo el efecto de Azospirillum sobre la actividad de la enzima reguladora
de la biosintesis de almidon en C. vulgaris, la ADP-Glucosa pirofosforilasa.

La interaccion de la bacteria con la microalga aumento6 el contenido de carbohidratos
totales, principalmente el almidon, por cultivo y por célula de Chlorella, asi como una
mayor actividad de la enzima AGPase de la microalga. Finalmente este estudio
demostréo que A. brasilense tiene la habilidad para incrementar el metabolismo de
biosintesis y acumulacion de almidon de Chlorella, por lo cual esta bacteria puede ser
considerada un factor bioldgico que puede cambiar composicion celular de las
microalgas bajo condiciones autotroficas y heterotroficas.

Palabras Clave: Almidon, Azospirillum, Carbohidratos, Chlorella
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ABSTRACT

Carbohydrates are organic molecules composed of carbon, hydrogen, oxygen, and are
classified as monosaccharides, oligosaccharides and polysaccharides. Polysaccharides
are manly found as starch in higher plants and microalgaes. Biosynthesis and
accumulation of starch are regulated by the enzyme ADP-glucose pyrophosphorylase
(AGPase. 2.7.7.27). Starch generated by plants and microalgae are of great importance
because they are useful as food, industrial processes, and production of biofuels. For
this reason, many studies focus on increasing starch biosynthesis and accumulation in
plants and microalgae.

Azospirillum brasilense is a bacteria that promotes growth in many plants of agricultural
and commercial interest, in addition the microalgae Chlorella. Inmovilizing Chlorella
spp. with Azospirillum in alginate beads is proposed as a means of removing nitrogen
and phosphorus from residual synthetic media or domestic wastewater. Simultaneously,
Azospirillum spp. induces higher enzymatic activity of various strains of Chlorella and
increases pigment content of chlorophyll a and b, lutein, and violaxanthin. These two
organisms together increase the lipid content and the variety of fatty acids in the cells of
the microalgae.

In this research, we measured the effect on the microalgae of the growth-promoting
bacterium Azospirillum brasilense on the accumulation of total carbohydrates and starch
Chlorella vulgaris and C. sorokiniana. The bacteria and microalgae were immobilized
together in alginate beads, cultured in a synthetic residual medium and grown under
autotrophic and heterotrophic conditions. We also measured the effect of Azospirillum
on the activity of the regulatory enzyme (ADP-glucose pyrophosphorylase) on starch
synthesis in C. vulgaris.

The interaction of Azospirillum with the microalgae increased total carbohydrates,
mostly starch per culture and per cell of Chlorella, as well as increased AGPase enzyme
activity of the microalgae. This study showed that A. brasilense can increase the activity
of the enzyme in synthesizing and accumulating starch in Chlorella. Hence,
Azospirillum is a biological factor that can change cellular composition of microalgae
under autotrophic and heterotrophic conditions.

Keywords: Azospirillum, carbohydrates, Chlorella, starch.
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14

1. INTRODUCCION

Los carbohidratos son biomoléculas organicas compuestas principalmente por carbono,
hidrogeno y oxigeno, los cuales se clasifican en tres clases (Nelson y Cox, 2004): 1.
Monosacaridos o azucares simples, son pequefias moléculas de tres a nueve dtomos de
carbono; dentro de los cuales el mas representativo es la glucosa, aldosa de seis atomos
de carbono. 2. Oligosacaridos, consisten de cadenas cortas de monosacaridos unidas
por enlaces glucosidicos, los mads abundantes son los disacaridos, formados por la unién
de dos monosacaridos; el mas representativo es la sacarosa formado por la union de una
molécula de glucosa y fructosa. 3. Polisacaridos, son polimeros que contienen mas de
20 unidades de monosacaridos, alcanzando mas de mil unidades. Esta Gltima clase de
carbohidratos esta representada principalmente por el almidon, glucogeno, celulosa y

quitina.

Los carbohidratos cumplen multiples funciones, por ejemplo: 1) reserva de energia e
intermediarios metabolicos. 2) forman parte de la red estructural del ADN y ARN. 3)
son elementos estructurales de las paredes celulares de plantas y microorganismos. 4)
unidos a proteinas o lipidos forman glicoconjugados, los cuales actuan como
intermediarios en la interaccion entre células o con el medioambiente celular (Berg et

al., 2008).

En algas y plantas terrestres los carbohidratos se encuentran principalmente como
polisacaridos: almidon (reserva de energia) y celulosa (forma parte de la pared celular);
mientras que en bacterias y animales se encuentran como glucogeno (reserva de
energia). La sintesis de almidon y glucoégeno comparten la misma maquinaria
metabdlica y enzimatica, donde la enzima reguladora es la ADP — Glucosa

pirofosforilasa (AGPase. 2.7.7.27) (Ballicora et al., 2004).

Actualmente, el almidon generado por plantas y algas es un biopolimero considerado de
gran importancia debido a su utilidad como alimento (Keeling y Myers, 2010). Ademas

de su utilidad en la industria y la obtencion de biocombustibles (bioetanol). Hoy en dia,
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debido a la importancia que representan los carbohidratos, principalmente el almidon,
muchos estudios se enfocan en incrementar el contenido del mismo en plantas terrestres
y microalgas, en estas ultimas, aprovechando su alta eficiencia fotosintética y altas tasas
de crecimiento bajo condiciones fotoautotroficas y heterotroficas (Branyikova et al.,

2011; Dragone et al., 2011).

Por otra parte, la bacteria Azospirillum brasilense es considerada promotora del
crecimiento de plantas y microalgas (de-Bashan et al., 2004). Esta bacteria, induce
cambios fisiologicos en la microalga Chlorella spp. generando un incremento en el
contenido de pigmentos, lipidos y variedad de acidos grasos; asi como, un incremento
en el diametro de la microalga y la densidad celular (de-Bashan et al., 2002). Para
lograr estos efectos benéficos, Azospirillum se vale de diversos mecanismos como: la
produccion de fitohormonas, fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos, entre
otros (Bashan y de-Bashan, 2010). Sin embargo, hoy en dia se atribuyen estos
beneficios principalmente a la produccion de fitohormonas, como el acido indolacético
(AIA) (de-Bashan et al., 2008a). Aunque se desconoce si es solamente un mecanismo el
que induce los efectos observados, o bien, es la interaccion de multiples mecanismos

actuando al mismo tiempo (Bashan et al., 2004).

Al dia de hoy, no existen estudios de la influencia de Azospirillum sobre el metabolismo
de biosintesis de carbohidratos de Chlorella spp. o alguna otra microalga. Por tal razon,
esta investigacion pretende evaluar el efecto de la bacteria Azospirillum brasilense sobre
el metabolismo de biosintesis y acumulacion de carbohidratos totales y almidon de
Chlorella spp. bajo condiciones autotroficas y heterotroficas. Cuando ambos
microorganismos se encuentran interactuando co-inmovilizados en esferas de alginato y
creciendo bajo condiciones autotroficas y heterotrdficas. De esta manera se pretende
ampliar el conocimiento de la interaccidon mutualista de una bacteria promotora del
crecimiento de plantas y una microalga bajo diferentes condiciones de cultivo, asi
mismo, la capacidad de esta bacteria promotora del crecimiento de microalgas para

utilizarse en diferentes campos biotecnologicos.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Algas

Las algas son un grupo muy heterogéneo de organismos acuaticos fotosintéticos,
contienen clorofila y una estructura simple, exhiben una remarcable diversidad de
formas, tamafios y existen en la mayoria de los ecosistemas (Tomaselli, 2004); pero su
mayor distribucion se encuentra en el agua, la cual cubre un 70% de la superficie de la
tierra y se encuentran desde una sola célula en suspension (microalga) o bien, agrupadas
en varios metros de longitud (macroalgas). Las microalgas son importantes productores
primarios de materiales organicos por lo que juegan un rol critico en el medioambiente
(Round, 1974). Segun Patil et al. (2008) las microalgas son fabricas bioquimicas en
miniatura y mas eficientes fotosintéticamente que las plantas terrestres, en un rango de
eficiencia mayor de 10 a 20% (Li, 2008). Por tal razon, hoy en dia la importancia del
cultivo de las microalgas ha incrementado, no solo por la produccion de compuestos de

interés comercial sino también desde un punto de vista medioambiental (Ogawa y Aiba,

1981).

2.1.1. Estrategias de Nutricion

Las microalgas son consideradas autotrofas, es decir, que dependen enteramente de su
aparato fotosintético para sus necesidades metabolicas, utilizando la luz solar como
fuente de energia y diéxido de carbono (CO,) como fuente de carbono inorgénica para

producir carbohidratos y ATP (Figura 1) (Barsanti y Gualtieri, 2006).
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Figura 1. Produccion fotosintética de carbohidratos y almidén (Tomado de Barsanti y Gualtieri, 2006).

Sin embargo, algunas microalgas tienen la habilidad de utilizar carbono de manera
inorgénica (CO;) y/o organica (glucosa, acetato, glicerol etc.), por lo cual, su

metabolismo de nutricion puede ser dividido en cuatro tipos (Markou et al., 2012):

1. Fotoautotrofia: La unica fuente de energia y carbono es la luz solar y el didxido
de carbono (CO,) respectivamente.

2. Heterotrofia: La tnica fuente de energia y carbono es un compuesto organico
como: glucosa, acetato, glicerol entre otras.

3. Fotoheterotrofia: Utiliza la luz solar como fuente de energia y compuestos
organicos como fuente de carbono.

4. Mixotrofia: La unica fuente de energia es la luz solar y utiliza CO, y compuestos

organicos como fuente de carbono.
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El modo de nutricién utilizado por la microalga generalmente influye en la tasa de
crecimiento, la densidad celular y la composicion de la biomasa microalgal (Bumbak et

al., 2012; Markou et al., 2012).

A pesar de que el régimen de crecimiento fotoautotréfico de las microalgas es muy
comun, el crecimiento heterotréfico presenta mayores ventajas; esto se debe a que la
tasa de crecimiento, la biomasa seca y la generacion de ATP por fuente de carbono
organica suministrada son significativamente mas altos que durante el crecimiento
autotrofico (Perez-Garcia et al., 2010). Actualmente, este mayor desempefio es la
motivacion para el cultivo heterotrofico de microalgas. Por ejemplo: la biomasa de
Chlamydomonas humicola aumenta 5 veces cuando crece de manera heterotrofica
usando acetato como fuente de carbono, mientras que Scenedesmus acutus crecio 6
veces mas usando melaza (Chu et al., 1995). La tasa de crecimiento de Chlorella
vulgaris creciendo de manera heterotrofica usando glucosa o acetato de sodio (ambos al
1%), aumentd 9 y 7 veces respectivamente, comparado con su crecimiento de manera
autotrofico (Liang et al., 2009). Por otra parte, el crecimiento mixotrofico presenta una
estrategia para obtener altas tasas de crecimiento con el beneficio de obtener

metabolitos fotosintéticos (Yu et al., 2009; Perez-Garcia et al., 2010).
2.1.2. Composicion celular

Los principales componentes de la biomasa de las microalgas son las proteinas, lipidos
y carbohidratos, los cuales en conjunto constituyen hasta el 90 % del peso seco total;
mientras que los minerales, acidos nucleicos, pigmentos, vitaminas y otros componentes

menores suman el restante 10% (Becker, 1994; Bumbak et al., 2011).

Varios estudios han demostrado que la composicidn celular de las microalgas puede ser
afectada por varios factores fisicos o quimicos (Dragone et al., 2011) como la
intensidad de la luz, composicion del medio de cultivo, las condiciones de crecimiento,
pH, entre otros (Yeh et al., 2010; Bumbak et al., 2011; Markou et al., 2012). Incluso el
modo de nutricion de la microalga (autotrofico o heterotrofico) influye en su
composicion celular (Markou et al., 2012). En el régimen de crecimiento heterotréfico
de las microalgas, la fuente de carbono organica utilizada también es un factor que

influye en la composicion celular (Chu et al., 1995; Isleten-Hosoglu et al., 2012). Por
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tal razon, el control en las condiciones de cultivo de microalgas es una estrategia para

manipular su composicion celular y maximizar la acumulacion del compuesto deseado

(Bumbak et al., 2011; Markou et al., 2012).
2.1.3 Biosintesis de almidén

El almidén es un homopolimero de glucosa usado para almacenar energia en las
microalgas, formado de una mezcla de dos compuestos: amilosa y amilopectina. El
almidon es rapidamente disponible para obtener energia para la biosintesis de proteinas,
pigmentos y division celular (Stewart, 1974, Wang et al., 2010). Las propiedades del
almidon de las microalgas se asemejan al almidon de cereales (Becker, 1994) asi como
el metabolismo y las enzimas involucradas en su biosintesis (Stewart, 1974; Ballicora et
al., 2004). La biosintesis de almidon involucra tres pasos: la activacion de la glucosa, la
elongacion de la cadena de almidon y la ramificacion de la misma (Ballicora et al.,
2004). El paso mas importante en la sintesis de almidon es la activacion de la glucosa,
convirtiéndola en adenosin-nucleosidodifosfato (ADPglu) cuya funcion es la de
transportar la molécula de glucosa para la elongacion de la cadena de almidon. La
formacion del ADPglu es catalizada por la enzima ADP-Glucosa pirofosforilasa
(AGPase; E.C.2.7.7.27); la cual condensa una molécula de gluosa-6-fosfato y una
molécula de ATP para la formacion de ADPglu (ver figura 2a). La almidon sintasa
(E.C.2.4.1.21) cataliza la elongacion de la cadena almidon mediante la transferencia de
la molécula de glucosa del ADPglu al extremo no reductor de la cadena de polisacarido
ya existente, a través de la formacion de enlaces glucosidicos o 1-4 (ver figura 2a).
Finalmente la enzima ramificadora de almidon, glucosil (4-6) transferasa (E.C.2.4.1.18)
cataliza la transferencia de un fragmento terminal de seis o siete moléculas de glucosa
desde el extremo no reductor de una cadena de almidon al grupo hidroxilo en C-6 de la
misma cadena o de otra cadena de almidon, formando enlaces glucosidicos a 1-6 (ver
figura 2b). Sin embargo, la sintesis de almidon esta regulada por la enzima ADP-
Glucosa pirofosforilasa (Nakamura ¢ Imamura, 1985; Iglesias et al., 1994; Ballicora et

al., 2004).
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2.1.4. Chlorella spp.

El género Chlorella es una microalga verde, simple, inmovil, unicelular, mide de 2-10
um y tiene el potencial para producir a partir de CO, y energia solar una gran variedad
de compuestos como polisacaridos, lipidos, proteinas, carotenoides, pigmentos,
vitaminas, enzimas, compuestos farmacéuticos entre otros (Becker, 1994; Lebeau y

Robert, 2006).

Algunas especies de Chlorella tienen la habilidad para crecer de manera heterotrofica,
es decir, en completa oscuridad. Bajo este régimen de crecimiento Chlorella requiere
una fuente de carbono para mantener su crecimiento; para lo cual, la D-glucosa y
acetato sodio son las fuentes de carbono preferidas de esta microalga (Chen y Chen,
2006, Perez-Garcia et al., 2011). Posteriormente la fuente de carbono utilizada es
convertida en los componentes celulares de la microalga como: lipidos, proteinas y
carbohidratos, principalmente almidon (Barsanti y Gualtieri, 2006; John et al., 2011;
Perez-Garcia et al., 2011).

Bajo régimen de crecimiento autotrofico o heterotrofico, uno de los componentes mas
importantes de la biomasa de las microalgas es el contenido de carbohidratos,
principalmente el almidon. Bajo condiciones autotroficas; Chlorella utiliza la
fotosintesis para producir y acumular carbohidratos y ATP; y utiliza el almidon como el
principal compuesto para almacenar carbono y energia (Barsanti y Gualtieri, 2006).
Durante la fotosintesis, se produce una molécula de 3-fosfoglicerato, este compuesto es
una molécula que representa un alto contenido de energia y carbono dentro de la célula,
activando la enzima reguladora de la sintesis de almidon ADP-Glucosa pirofosforilasa

(Nelson y Cox, 2004; Liet al., 2011) (ver figura 3).

Photosynthesis
slow
ADP + P,——ATP 3-Phosphoglycerate
e A R =
Glucose 1-
phosphate + ATP ADP-glucose + PP,
ADP-glucose

pyrophosphorylase

Fig. 3. Regulacion de la sintesis de almidon por 3-fosofoglicerato (Tomado de Nelson y Cox, 2004).
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Bajo condiciones autotroficas, Chlorella tiene una alta capacidad para acumular
almidon. Por ejemplo: Chlorella vulgaris P12 tiene la capacidad de acumular almidon
en un 41% de peso seco; mientras que otras cepas de C. vulgaris acumulan hasta un 55
% de peso seco bajo condiciones de limitacion de nutrientes (Beherns et al., 1989;

Dragone et al., 2011).

Por otra parte, varias especies de Chlorella tienen la capacidad de crecer bajo
condiciones heterotroficas, en completa oscuridad. Durante el crecimiento heterotrofico,
la fuente de carbono asimilada mediante diferentes rutas metabolicas influye en su
composicion celular; por ejemplo: la glucosa es metabolizada principalmente mediante
la ruta de las pentosas fosfatos (PPP, por sus siglas en ingles); mientras que el acetato de
sodio es metabolizado por el ciclo del glioxilato (ver figura 4). Para optimizar la
composicion celular deseada en la microalga creciendo heterotréficamente es esencial

suministrar la fuente de carbono adecuada (Chu et al., 1995).
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Fig. 4. Rutas metabdlicas utilizadas por las microalgas bajo condiciones heterotréoficas (Tomado de Perez-
Garcia et al., 2011).

Hoy en dia, se realizan estudios para incrementar la acumulacion de almidén en las
microalgas, aprovechando su alta tasa de crecimiento bajo condiciones autotroficas y
heterotroficas, principalmente para la obtencion de etanol (Behrens et al., 1989; Nguyen

et al., 2009; Branyikova et al., 2011; Dragone et al., 2011).

Para lograr el incremento en el contenido de almidon, actualmente se utilizan diversas
estrategias, entre las cuales se encuentran: 1. Obtencidn de mutantes mediante
ingenieria genética (Work et al., 2010, Li et al., 2010). 2. Aumento en la actividad de la
enzima AGPase (Slattery et al., 2000; Smith, 2008; Radakovits et al., 2010; Rismani et
al., 2011), y 3. Cultivo de las microalgas bajo condiciones de estrés nutricional (ayuno o
limitacion de nutrientes) (Branyikova et al., 2011; Dragone et al., 2011). Segin

MaclIntyre y Cullen (2005), el ayuno de nutrientes se define como el crecimiento
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desbalanceado de la microalga en respuesta a la ausencia de uno o varios nutrientes; y la
limitacion de nutrientes se define como un crecimiento reducido de la microalga en

respuesta a la baja concentracion de uno o varios nutrientes.

Bajo estrés nutricional, la microalga es cultivada bajo la ausencia de uno o varios macro
0 micronutrientes, como por ejemplo: nitrogeno, fosforo, azufre, potasio, calcio,
magnesio, fierro, entre otros (Ball et al., 1990; Gonzalez-Fernandez y Ballesteros, 2012;
Markou et al., 2012). Si un nutriente es limitado u omitido del medio de cultivo, la
microalga cambia su estrategia metabolica resultando en la alteracion de su
composicion celular, generalmente relacionada con la acumulacion de lipidos o almidon

(Markou et al., 2012).
2.1.5. Aplicaciones de las microalgas

Las microalgas juegan un pequefio pero importante rol en la economia de muchos
paises; por ejemplo: son utilizadas como alimento, ya sea para consumo humano o
animal, biocombustibles y como fertilizantes organicos. A estos microorganismos
también se les atribuye aproximadamente un 50% de la fijacion del carbono
atmosférico, ademas de ayudar a resolver problemas publicos por medio del tratamiento
de aguas residuales (Becker, 1994). En trabajos cientificos las microalgas son utilizadas
como importantes herramientas de investigacion en muchos procesos bioquimicos,
ingenieria genética, morfologia y fisiologicos; como fotosintesis, fijacion de nitrégeno,

absorcion de iones, metales entre otros (Round, 1974).

Actualmente, se realizan estudios acerca del potencial de las microalgas como una
fuente de biocombustibes (biodiesel y etanol), aprovechando la capacidad para
acumular lipidos (Chisti et al., 2011) y almidon (Behrens et al., 1989; Branyikova et al.,
2011; Dragone et al., 2011). Sin embargo, la utilidad mas estudiada y aplicada para las
microalgas por mas de una década es el tratamiento de aguas residuales, ya que las
microalgas ofrecen una solucion durante el tratamiento terciario de aguas residuales,
debido a su habilidad para utilizar nitrégeno y fosforo (los cuales son los principales
causantes de eutrofizacion de cuerpos de agua) durante su crecimiento (de la Noue et
al., 1992). Visto desde otro angulo, este hecho es importante, puesto que el uso de aguas

residuales municipales para cultivar microalgas, puede evitar la necesidad de agua
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potable para su crecimiento, reducir costos y ademds, la biomasa microalgal es un

recurso valioso para multiples usos (Bhatnagar et al. 2009).

Con base en lo anterior, y a la necesidad de contar con una fuente alternativa de energia
debido a los altos costos de los combustibles derivados del petroleo y su escasez. Y asi
mismo, a que dia con dia, la sociedad tiene mayor conciencia del problema de la
contaminaciéon del medio ambiente y la disposicion de desechos peligrosos; las micro
algas se tornan una vez mas como una fuerte alternativa para incidir positivamente en

estos aspectos.

2.2. Azospirillum spp.

El género Azospirillum esta constituido por bacterias Gram negativas heterotroficas, que
presentan forma de bacilo como un bastén curvilineo, miden entre 0.8-1.0 x 25 um de
tamafio con granulos de polidroxibutirato (PHB), los cuales pueden alcanzar hasta 50%
del peso seco de la bacteria (Hartmann y Baldani, 2006). Las bacterias del genero
Azospirillum spp. han sido aisladas de la superficie de la raiz y su rizosfera de una gran
variedad de plantas de interés econdmico, tal como maiz, trigo, sorgo, avena, arroz y

pastos forrajeros (Bashan y Levanony, 1990).

Numerosos estudios demuestran que la inoculacion con Azospirillum puede beneficiar a
las plantas mediante mejoras en el sistema de raiz de la planta, debido a que el
Azospirillum promueve la elongacion de la raiz, el desarrollo de raices laterales y pelos
radiculares, con lo cual aumenta la absorcion de agua, minerales y nutrientes (Okon y

Kapulnik, 1986; Bashan y Holguin, 1997; Aguilar et al., 2008).
2.2.1. Mecanismos de accion de Azospirillum spp.

La capacidad de Azopirillum spp. para beneficiar el crecimiento y rendimiento de los
cultivos inoculados, se debe a diversos mecanismos, tales como efectos hormonales
mediante la produccion de acido indolacético (AIA) (Croizer et al., 1998; Dobbelaere et
al., 1999), acido abscisico (ABA) (Cohen et al., 2008), acido indolbutirico (Martinez et
al., 2003), giberelinas (Botini et al., 1989), citocininas (Tsavkelova et al., 2006),

fijacion de nitrogeno (Holguin y Bashan, 1996), la solubilizacion de fosfatos,
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mitigacion de estrés, control bioldgico, produccion de etileno, oxido nitrico, entre otros
(Bashan y de-Bashan, 2010). Ademas, una hipoétesis aditiva indica que el efecto se debe
a la interaccion de todos los mecanismos mencionados anteriormente (Bashan et al.,
2004). Por lo tanto, las bacterias del género Azospirillum son consideradas promotoras
del crecimiento de plantas (PGPB, por sus siglas en ingles). No se conoce si solamente
interviene un mecanismo o la secuencia de varios mecanismos al mismo tiempo,
durante el efecto benéfico de la bacteria en las plantas (Bahan y Holguin, 1997; Bashan
y de-Bashan, 2010). Sin embargo, el modo de accion mas estudiado hasta el momento y
a quien se le atribuye en base a los resultados obtenidos en otras investigaciones y los

beneficios observados en la planta, es la produccion de fitohormonas (Spaepen y

Dobbelaere, 2008).
2.2.2. Produccién de fitohormonas

Las fitohormonas son moléculas orgédnicas que actlan como mensajeros quimicos y
controlan el crecimiento y desarrollo de la planta. Asi mismo, tienen la capacidad de
desencadenar una respuesta bioquimica, fisiologica y morfologica en la planta (Bashan
y de-Bashan, 2010), asi como incrementar la resistencia a factores ambientales e inducir
o suprimir la expresion de genes y la sintesis de metabolitos (Timmusk y Wagner, 1999;
Tsavkelova et al., 2006; Bashan y de-Bashan, 2010). Por lo que representan un rol muy

importante en el crecimiento y desarrollo de la planta (Tsavkelova et al., 2006).

Estas fitohormonas son indispensables como mediadores en la comunicacion entre la
bacteria y la planta. Azospirillum spp. son conocidas por su capacidad para fijar
nitrogeno atmosférico ademds de su habilidad para producir fitohormonas,
principalmente auxinas, citocinas y giberelinas, aunque la produccion de auxinas es
cuantitativamente la mas importante (Bashan et al., 2004; Aguilar et al., 2008, Spaepen
y Dobbelaere, 2008).

Las auxinas son responsables de la division y diferenciacion celular en las plantas,
afectar la fotosintesis, formacion de pigmentos y biosintesis de varios metabolitos
(Aguilar et al., 2008; Tsavkelova et al., 2006). Existen diversos tipos de auxinas como

el acido indolbutirico (AIB), indolpropionico (IPA); aunque el miembro mas abundante
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y quien exhibe la mayor actividad de esta familia es el 4cido indolacético (AIA). E1 AIA
es un compuesto heterociclico que contiene un grupo carboximetilo (ver figura 5)
(Massena-Reies et al., 2011). A este compuesto se le atribuye el afectar diversas
funciones y alteraciones del metabolismo, rendimiento y crecimiento de las plantas
(Bashan et al., 1993). de-Bashan et al. (2008) demostraron que la inoculacion de AIA
sintético imita la inoculacion con Azospirillum en la morfologia, rendimiento y
crecimiento de la planta. Aunque no existe una cepa mutante de Azospirillum inhibida
completamente de su produccion de AIA, varios estudios demuestran que cepas
mutantes, atenuadas en su produccion de AIA son inefectivas en comparacion con sus
cepas silvestres. Sin embargo, mutantes sobreproductores de AIA mostraron marcados

efectos en las plantas (Bashan y de-Bashan, 2010).

CH,—COOH

N
1
H
1
Figura 5. Estructura del acido indol-3-acético (AIA).

2.2.3. Usos de Azospirillum spp.

El principal uso de Azospirillum se encuentra en la agricultura, y es un excelente
modelo para estudios genéticos de las interacciones planta-bacteria. Sin embargo, su uso
no solo se limita a actividades agricolas, sino también a diversas actividades como
produccion de B-polihidroxibutirato para uso médico, degradacion de contaminantes,
produccion de vitaminas y purificacion de aguas residuales (Bashan y Holguin, 1997).
Recientemente ha surgido el uso de Azospirillum para inocular plantas acuaticas y
terrestres para resolver problemas ambientales, por ejemplo: la bioremediacién de aguas
residuales (de-Bashan et al., 2002; de-Bashan et al., 2004; Hernandez et al., 2006; de-
Bashan et al., 2008c¢).
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2.3 Inmovilizacion

Hoy en dia, la inmovilizacion de células para diferentes propositos ambientales es de
gran importancia (Serp et al., 2000; Pruse et al., 2008). La inmovilizacion de
microorganismos, células vegetales y células animales, han afiadido nuevas fronteras de

estudio dentro de la biotecnologia (Igbal y Saeed, 2004).

Segtin Tampion y Tampion (1987), una célula inmovilizada, se define como una célula
que por medios naturales o artificiales no puede desplazarse de manera independiente
desde su localizacion original a cualquier parte de una fase acuosa o sistema bajo

estudio.

Actualmente, una gran variedad de matrices se han utilizado para la inmovilizacion
celular, como polimeros naturales (carragenina, agar, alginato de calcio, quitosano) y
polimeros sintéticos (poliacrilamida, poliuretano, polivinilo, resinas). Aunque, la
inmovilizacidon en matrices de origen natural es la técnica preferida debido a que se

eliminan los problemas de toxicidad relacionados con las matrices poliméricas sintéticas

(Igbal y Saeed, 2004; de-Bashan y Bashan, 2010).

El alginato es un polimero organico, obtenido de algas marinas pardas principalmente
Macrocystis pyryfera y Laminaria hyperborea (Moreno-Garrido, 2008). El alginato esta
formado por cadenas de mondémeros de dcido D-mantinorico (M) y &cido L-gulurénico
(G) en proporciones y arreglos secuenciales diferentes (Martinsen et al., 1987;
Martinsen et al., 1992). Los alginatos son relativamente baratos en comparacion con
otras matrices poliméricas, no toxicas, transparentes (Ideal para atrapar

microorganismos fotosintéticos), estables y facil de usar (Moreno-Garrido, 2008).

La inmovilizacion es benéfica para los microorganismos atrapados dentro de la matriz,
ya que los protege de las condiciones extremas del medioambiente exterior, evita la
depredacion, reduce la competencia por lo nutrientes con otros microorganismos, lo que
provoca una mejora la actividad metabdlica del microorganismo (de-Bashan y Bashan,
2010). Durante el proceso de inmovilizacién por atrapamiento en gel de alginato, la
célula inmovilizada no sufre cambios en su condicion fisica y quimica; por lo cual la
inmovilizacion puede mantener viables a microorganismos durante largos periodos de

tiempo (Moreno-Garrido, 2008; Stephenson et al., 2010).
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2.3.1. Aplicaciones de la inmovilizacion

La inmovilizacion de microorganismos tiene multiples funciones en diferentes areas
como: medicina, agricultura, medioambiente, almacenamiento celular, produccion de
biomasa, manejo de microorganismos, eliminacion de nutrientes de aguas residuales
entre otros (Serp et al., 2000; Sayed y Ebrahim, 2007; Moreno-Garrido, 2008; de-
Bashan y Bashan, 2010).

Actualmente, la inmovilizacion de microalgas es usada con una amplia variedad de
aplicaciones biotecnoldgicas (de-Bashan y Bashan, 2010); una de ellas es la aplicacion
de microalgas inmovilizadas como una alternativa bioldgica al tratamiento terciario de
aguas residuales (Ruiz-Marin et al., 2010; Stephenson et al., 2010). Hace mas de una
década se demostré6 que las microalgas son microorganismos capaces de remover
contaminantes de aguas residuales (De la Noue et al., 1992); sin embargo, una de las
limitaciones técnicas de esta aplicacion es la cosecha de las grandes cantidades de
biomasa que se genera y uno de los métodos sugeridos para resolver este problemas es
la inmovilizacién de las microalgas en polimeros (Serp et al., 2000; Sayed y Ebrahim,

2007; Moreno-Garrido, 2008; de-Bashan y Bashan, 2010).

El uso de microalgas inmovilizadas es investigado actualmente debido a su capacidad
de acumular y remover materiales de desecho, principalmente nitrogeno y fésforo de
aguas residuales y remocion de metales pesados como cadmio, cobre, cromo, cobalto,
oro, fierro, plomo, niquel, mercurio, uranio, zinc entre otros; ademas de utilizarse para
eliminar contaminantes de aguas residuales industriales como: surfactantes,

hidrocarburos y biocidas (de-Bashan y Bashan, 2010).
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2.3.2. Inmovilizacion de microalgas y bacterias

El uso de dos o mas microorgansimos en una simbiosis mutualista, con la finalidad de
mejorar el desempeio de los involucrados para una funcion especifica es bien conocido.
Por ejemplo, co-cultivos de C. sorokiniana y Ralstonia basilensis degradaron silicato de
sodio y acetonitrilo; y el efecto positivo de bacterias marinas en diatomeas, es conocido

por décadas (de-Bashan et al., 2008).

A pesar de los ambientes distintos a los que pertenecen ambos microorganismos
(acuatico y terrestre), la co-inmovilizacion de la microalga Chlorella spp. y la bacteria
Azospirillum brasilense en esferas de alginato de calcio, para remover nutrientes
(Nitrogeno y Fosforo) de agua residual doméstica o un medio residual sintético, es una
tecnologia innovadora en el tratamiento de aguas residuales. En esta, la interaccion
entre ambos microorganismos es asegurada por la proximidad que mantienen dentro de

la esfera de alginato de calcio (ver Figura 6) (Gonzalez y Bashan, 2000).

Figura 6. Interaccion de Chlorella spp. y Azospirillum brasilense co-inmovilizadas en una esfera de
alginato de calcio (sistema microalga-bacteria) (Tomado de Lebsky et al., 2001).

Debido a esta proximidad, la bacteria A. brasilense ejerce sus efectos positivos en la
microalga Chlorella spp. al igual que en las plantas terrestres (de-Bashan y Bashan,
2008), promoviendo mayor densidad celular de la microalga, mayor peso seco y peso
fresco, mayor numero de células, acumulacion de pigmentos, acumulacion de lipidos y
en la variedad de 4cidos grasos (ver tabla 1) (Gonzélez y Bashan, 2000; de-Bashan et
al., 2002). Simultaneamente, la microalga incrementa la remocion de nitrégeno

(amonio, nitratos y nitritos), y fosforo (fosfatos) de un medio residual sintético, bajo
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condiciones autotroficas (ver tabla 1) (de-Bashan et al., 2004); resultados similares

usando agua residual domestica fueron obtenidos por Hernandez et al., (2006).

Tabla 1. Remocion de nitrogeno y fosforo, acumulacion de pigmentos y acidos grasos en C. vulgaris y C.
sorokiniana inmovilizadas y co-inmovilizadas con A. brasilense. (de-Bashan et al, 2002, 2004, 2005).

Microalga Compuestos Inmovilizada Co-Inmovilizada
(sola) (A. brasilense)
Chlorella vulgaris Nitratos 75% 100% (96hrs)
Amonio 57% 100%
Fosfatos 19% 36%
Cel./ml 2.1x 10° 4.8 x 10°
Pigmentos (ug/g cel.) Clorofila a 250.6 706.23
Clorofila b 71.9 180.4
Luteina 52.0 120.4
Acidos grasos Ac. Tetradecanoico 4.68 9.41
(ng/g cel.)
Ac. Hexadecanoico 18.20 73.06
Ac. Octadecanoico 9.02 44.41
Chlorella sorokiniana Nitratos 28% 50% (48hrs)
Amonio 85% 100%
Fosfatos 27% 35%
Cel./ml 2.8x10° 4.0 x 10°
Pigmentos (ug/g cel.) Clorofila a 1061.3 1646.17
Clorofila b 491.9 807.2
Luteina 116.1 201.53
Acidos grasos Ac. Tetradecanoico 4.53 7.78
(ng/g cel.) .
Ac. Hexadecanoico 7.34 31.94

Ac. Octadecanoico 6.14 48.07

Este aumento en la remocion de nutrientes de la microalga Chlorella spp. co-
inmovilizada con la bacteria A. brasilense en agua residual doméstica o medio sintético

de crecimiento, se debe a un aumento en el metabolismo de asimilacion de nitrégeno y
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fosforo de la microalga. Estudios realizados por de-Bashan et al. (2008a, b), demuestran
que la produccion de fitohormonas por la bacteria A. brasilense (principalmente AIA)
promueve una mayor actividad de las enzimas glutamato deshidrogenasa (GDH) y
glutamino sintetasa (GS) en Chlorella vulgaris, lo cual provoca mayor asimilacion de

amonio de la microalga e incremento en el nimero de células.

Hasta el momento los resultados obtenidos son bajo un régimen de crecimiento
autotrofico de Chlorella spp. Sin embargo, actualmente se realizan estudios de este
sistema microalga-bacteria bajo condiciones heterotréficas, aprovechando la capacidad

de algunas cepas del genero Chlorella para crecer bajo este régimen (Perez-Garcia et

al., 2011).

Otro punto importante de esta tecnologia es la facilidad que representa la recoleccion de
la biomasa microalgal una vez concluido con la remocion de nitrogeno y fosforo (de-
Bashan y Bashan, 2010; Ruiz-Marin et al., 2010). Debido a esto tltimo, hoy en dia se
realizan estudios para evaluar la utilidad que podria tener esta biomasa microalgal
(sistema microalga-bacteria). En este sentido, estudios realizados por Trejo et al. (2012)
demuestran que los residuos del sistema microalga-bacteria, una vez concluida su
funcion principal de remover nutrientes (nitrogeno y fosforo) del agua residual o medio
sintético de crecimiento, pueden ser utilizados como inoculante en suelos aridos
erosionados, ya que la microalga contiene los nutrientes removidos, proteinas, carbono
fijado por la fotosintesis y funciona como un suplemento de materia organica, y por otra
parte, la bacteria A. brasilense mantiene su rol de promover el crecimiento de plantas en

dichos suelos marginados.

Este sistema de co-inmovilizacion de A. brasilense y Chlorella spp. en esferas de
alginato, también ha sido propuesto como modelo de estudio de la interaccion planta-
bacteria, ya que Chlorella spp. posee el genoma eucariota mas pequeiio (40 Mb) en un
microorganismo fotosintético, y es una de las microalgas mas estudiadas hoy en dia. Por
otro lado, Azospirillum spp. es la bacteria promotora del crecimiento de plantas mas
estudiada, con varios mutantes disponibles de este género, ademas, ambos

microorganismos son facil de mantener y cultivar (de-Bashan y Bashan, 2008).
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3. JUSTIFICACION

La biotecnologia tiene su fundamento en el estudio y aprovechamiento de los
mecanismos € interacciones bioldgicas de los seres vivos, especificamente los
microorganismos, en beneficio de la sociedad. Por otra parte, hoy en dia existe un
enorme interés en el entendimiento y aprovechamiento de la capacidad de las
microalgas para sintetizar y acumular carbohidratos, principalmente como almidon;
debido a los diferentes usos y la importancia econdémica que pueden tener los
carbohidratos en diferentes areas como la alimentacion, industrial y biocombustibles.
De igual manera, las bacterias promotoras del crecimiento de plantas y microalgas son
ampliamente investigadas debido a los beneficios fisiologicos que inducen en plantas de

interés agricola y comercial.

Por tal razon, en este trabajo, el estudio de la interaccion de la microalga Chlorella con
la bacteria promotora del crecimiento de plantas y microalgas Azospirillum brasilense
permitiria profundizar el conocimiento acerca de la respuesta fisiologica de la microalga
durante la biosintesis y acumulacion de carbohidratos totales y almidon, dilucidar las
causas de esta respuesta fisiologica de Chlorella durante su interaccion con
Azospirillum y extender la habilidad y aplicacion de Azospirillum en otros aspectos

biotecnologicos diferentes al agricola.

Con lo cual esta investigacion, contribuiria significativamente a entender la interaccion
de estos dos microorganismos en aras de mejorar el aprovechamiento de sus

capacidades individuales para beneficio de la sociedad.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la bacteria Azospirillum brasilense en el metabolismo de
acumulacion de carbohidratos totales y almidon en la microalga Chlorella spp. bajo

condiciones de crecimiento autotrofico y heterotrofico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Evaluar la acumulacién de carbohidratos totales y almidon en C. vulgaris y C.
sorokiniana inmovilizadas y co-inmovilizadas con A. brasilense, bajo
condiciones autotroficas y heterotroficas utilizando glucosa y acetato de sodio

como fuente de carbono.

* Evaluar el efecto de A. brasilense en la actividad enzimatica (AGPase) del
metabolismo de acumulacion de almidon en Chlorella vulgaris interactuando

co-inmovilizadas en esferas de alginato, creciendo bajo régimen heterotrofico.

* Evaluar el efecto del 4cido indolacético (AIA) sobre la actividad de la enzima

reguladora de la sintesis de almidon (AGPase) de C. vulgaris.
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5. HIPOTESIS

La interaccion de la bacteria Azospirillum brasilense con la microalga Chlorella spp.
induce cambios significativos en el metabolismo de la microalga Chlorella vulgaris
incrementando el contenido de pigmentos como clorofila a y b, luteina y violaxantina,
asi como un incremento en el contenido de lipidos y en la variedad de 4cidos grasos. Y

en la actividad de las enzimas involucradas en el ciclo del nitrogeno de Chlorella spp.

La interaccion de la bacteria promotora de crecimiento de plantas (A. brasilense), podria
incrementar la actividad enzimatica del metabolismo de acumulacion de almidon y por
consiguiente incrementar la acumulacion de carbohidratos totales y almidén en la

microalga Chlorella al estar co-inmovilizadas en esferas de alginato.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento iniciales

Se utilizaron las microalgas unicelulares Chlorella vulgaris Beijerinck (UTEX 2714,
Austin, TX) y Chlorella sorokiniana Shihira et Krauss (UTEX 2805) (de-Bashan et al.,
2004; Perez-Garcia et al., 2010; Covarrubias et al., 2012) y la bacteria Azospirillum
brasilense Cd (DSM 1843, Braunschweig, Germany). Para obtener pre-cultivos de la
microalga, 10 mL de cultivo axénico de cada microalga fueron inoculados
independientes en 90 mL de medio de cultivo mineral (C30), el cual tiene la siguiente
composicion (en g-L™"): KNO; (25), MgSO4+7H,0 (10), KH,PO,4 (4), K:HPO, (1),
FeSO4+7H,0 (1). (en ug-Lﬁl): H3;BO3 (2.86), MnCl,*4H,0 (1.81), ZnSO4+7H,0 (0.11),
CuS04°5H,0 (0.09), NaMoO4 (0.021) e incubados a 27 + 2°C, y agitadas a 140 rpm
bajo una intensidad de luz de 60 pmol photon-m s durante 7 d (Gonzalez et al.,
1997). La bacteria crecidé en medio BTB-2 (Bashan et al., 2011) el cual tiene la
siguiente composicion (en g~L71): NaCl (1.2), MgS0O4+7H,0 (0.25), KoHPO4 (0.13),
CaCl, (0.22), KzSOy4 (0.17), NH4CI (1), NaySO4 (2.4), NaHCO; (0.5), Na,CO;3 (0.09),
FeirEDTA (0.07), triptona (5), glicerol (8 mL) y extracto de levadura; (5). El pH fue
ajustado a 7 con 1 M KOH e incubado a 32 + 2°C y agitado a 120 rpm por 16 h.

6.2. Inmovilizacién de microorganismos

Los cultivos de cada microalga y la bacteria que se obtuvieron, fueron centrifugados por
6 min a 2000 g, se resuspendieron y enjuagaron con 20 mL de solucion salina al 0.85%,
se repitid este procedimiento en dos ocasiones mas, al final de los lavados se

resuspendieron los microorganismos en 20 mL de la misma solucidn salina.

Para inmovilizar y co-inmovilizar los microorganismos, primeramente se prepard una
solucion de alginato al 2% en 80 mL de agua destilada, para ello se utilizo una relacion
3:1 de alginato de media densidad (1.5 g) y alta densidad (0.5 g), se mezclaron ambos
alginatos y se agregaron poco a poco en el agua destilada, se agitaron hasta formar un

gel homogéneo y posteriormente fueron esterilizados.

Para inmovilizar la microalga se afiadieron los 20 mL de cultivo de la microalga

resuspendida en la solucion salina en la solucion de alginato estéril y se agitaron hasta
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homogenizar. Para inmovilizar la bacteria inicialmente se ajust6 la concentracion de la
misma a (10° UFC), ajustando la densidad 6ptica de la solucion a 1; posteriormente se
anadieron los 20 mL de la solucién salina con la bacteria en la solucion de alginato

estéril y se homogenizaron.

Para co-inmovilizar ambos microorganismos en la esfera de alginato, se siguié el mismo
procedimiento, simplemente que se resuspendieron en 10 mL de la solucion salina, de
esta forma obtenemos los 20 mL que se agregaron a los 80 mL de la solucién de

alginato estéril y se homogenizaron.

Una vez que se obtuvieron las soluciones de alginato con 1. Bacteria, 2. Microalga y 3.
Microalga-Bacteria, se procedid a inmovilizarlos mediante la ayuda de una bomba
peristaltica y a través de una manguera de silicon y una aguja estéril (ver Figura 7). Las
gotas de solucion de alginato homogenizada con los microorganismos se recibieron en
100 mL de una solucién endurecedora de cloruro de calcio al 2% y se dejaron por 30
min en dicha solucion. Posteriormente las esferas fueron enjuagadas dos veces con
solucion salina 0.85% y finalmente las esferas con los microorganismos inmovilizados
y co-inmovilizados fueron sometidos a crecimiento secundario en una solucion de caldo
nutritivo 10% v/v (Sigma-Aldrich) a 27 + 2 °C, agitado por 140 rpm, con una intensidad
de luz de 60 pmol photon-m *-s' por 24 h.

La esfera de alginato de calcio con los microorganismos inmovilizados y co-
inmovilizados se puede apreciar en la figura 8. La proximidad entre ambos

microorganismos (microalga y bacteria) dentro de la esfera se aprecia en la figura 6.
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Figura 7. Proceso de inmovilizacion de microalgas y bacterias en esferas de alginato de calcio
(www.bashanfoundation.org).

Figuras 8. Vista de una esfera de alginato de calcio con microorganismos inmovilizados
(www.bashanfoundation.org).

Una vez obtenidas las esferas de alginato de calcio con los microorganismos, se

obtuvieron los siguientes tratamientos y controles:
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1). Chlorella vulgaris inmovilizada

2). Chlorella sorokiniana inmovilizada

3). Azospirillum brasilense inmovilizada

4). C. vulgaris + A. brasilense co-inmovilizadas

5). C. sorokiniana + A. Brasilense co-inmovilizadas
6). Alginato de calcio (sin microorganismos)

6.3. Evaluar la acumulacion de carbohidratos totales y almidon en C. vulgaris
y C. sorokiniana inmovilizadas y co-inmovilizadas con A. brasilense, bajo
condiciones autotroficas y heterotréficas utilizando glucosa y acetato de sodio como

fuente de carbono
6.3.1. Condiciones de cultivo experimentales.

En este primer objetivo especifico de la tesis, de cada tratamiento y control, 8 g de
esferas fueron inoculados en 100 mL de medio sintético de crecimiento (MSC) (Bashan
et al., 2002) y present6 la siguiente composicion en (en mg-L™"): NaCl (7), CaCl, (4),
MgS047H,O (2), K;HPO4 (217), KH,PO4 (8.5), Na,HPO4 (33.4), NH4Cl; (191) y

fueron cultivados bajo condiciones autotroficas y heterotroficas.

Bajo régimen autotréfico las condiciones de crecimiento fueron las siguientes: 27° + 2
°C (C. vulgaris) y 37 £ 2 °C (C. sorokiniana), agitado a 140 rpm y una intensidad de luz
de 60 pmol photon-m >s ', durante 7 dias (144 h). En régimen heterotrofico las
condiciones de crecimiento fueron las siguientes: 27 + 2 °C (C. vulgaris) y 37 £ 2 °C
(C. sorokiniana) y se afiadieron 10 g-L™' de D-glucosa o acetato de sodio (Sigma, St.
Louis, MO, USA) al MSC como fuente de carbono. El crecimiento se mantuvo durante
7 dias (144 h). Ambas fuentes de carbono fueron esterilizadas mediante 0.2 um

Acrodisc syringe filter (Pall Corp., Port Washington, NY).
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6.3.2. Disefio experimental y andlisis estadisticos.

El disefio experimental realizado en el primer objetivo especifico fue de la siguiente
manera: los experimentos se realizaron en cultivos por lote, contando con tres replicas,
donde cada frasco Erlenmeyer de 250 mL se considero una réplica. Cada experimento
contenia 6 tratamientos: 1. esferas sin microorganismos, 2. esferas con C. vulgaris, 3.
esferas con C. sorokiniana, 4. esferas con A. brasilense (Controles); 5. esferas con C.
vulgaris — A. brasilense, 6. esferas con C. sorokiniana — A. brasilense (Tratamientos) (n
= 18). Cada experimento fue repetido dos veces, los datos de cada tratamiento de cada
repeticion (n = 36) fueron combinados y analizados primero por un ANOVA de una via
y después por un andlisis post-hoc LSD, con significancia de P < 0.05, usando el

programa Statistica 6.0 software (StatSoft, Tulsa, OK).

Las siguientes variables fueron analizadas:

(1)  Productividad volumétrica =P; — Py

Donde Py Po son los gramos de producto (como células o biomasa) en un volumen

definido (100 mL) en un tiempo inicial y final de muestreo.

(2)  Afinidad = St/ Nt

Donde S; son los gramos de producto formado o gramos de sustrato consumido en 24 h

y Nies el nimero de células de microalga en este tiempo (Rahn, 1930).

3) Rendimiento de carbohidratos = (P; — Po) / (S1—So) / V

Rendimiento de carbohidratos (cantidad de carbohidratos producidos por g de fuente de
carbono consumida durante 24 h). Donde P; es la cantidad de carbohidratos después de
24 h, Py es el inicio del intervalo de tiempo. S; es la concentracion de la fuente de
carbono (D-glucosa o acetato de sodio) después de 24 h, y Sp en el inicio de este

intervalo de tiempo. V es el volumen del medio utilizado (100 mL MSC).
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El contenido de carbohidratos totales, contenido de almidon, conteo de
microorganismos, consumo de la fuente de carbono (glucosa o acetato de sodio) fueron

determinados como se describe posteriormente.

6.4. Evaluar el efecto de A. brasilense en la actividad enzimatica (AGPase) del
metabolismo de acumulacion de almidon en Chlorella vulgaris interactuando co-

inmovilizadas en esferas de alginato, creciendo bajo régimen heterotréfico
6.4.1. Condiciones de cultivo experimentales.

Para el segundo objetivo especifico de la tesis, la microalga unicelular Chlorella
vulgaris Beijerinck (UTEX 2714, Austin, TX) y la bacteria Azospirillum brasilense Cd
(DSM 1843, Braunschweig, Germany) fueron utilizadas. Para producir los inoculos de

cada microorganismo se realiz6 el procedimiento descrito previamente.

Una vez inmovilizados o co-inmovilizados los microorganismos como se describid
anteriormente; se realizd la incubacion secundaria en el medio OAB con la siguiente
composicion (en g-L™'): KOH (4.80), 4acido malico (5.00), NaCl (1.20), MgSO,4-7H,0
(0.25), K,HPO4 (0.13), CaCl, (0.22), K,SO4 (0.17), NaySO4 (2.40), NaHCO; (0.50),
Na,COs (0.09), FerrkEDTA (0.07), NH4C1 (1) y (en pg-L_l): H;BO; (0.2), MnCl,*4H,0
(0.2), ZnCl, (0.15), CuCl,-2H,0 (0.2), NaMoO4:2H,0 (20) (Bashan et al., 1993). Bajo
condiciones de ayuno, el nitrégeno o fosforo fue removido del medio OAB,

dependiendo de la condicion experimental a seguir.

Para los experimentos, 12 g de esferas con los microorganismos inmovilizados o co-
inmovilizados fueron inoculados con 150 mL de medio sintético de crecimiento con la
composicion arriba mencionada; la cudl contiene suficiente (saciada) nitrogeno o
fosforo (+ N, + P) (Bashan et al., 2011). En las condiciones de ayuno, nitrogeno o
fosforo (— N, — P) fueron removidos del MSC. Se agregaron 10 g-L ™' de D-glucosa o
acetato de sodio (Sigma, St. Louis, MO, USA) al MSC como fuente de carbono. El
crecimiento se mantuvo durante 96 h bajo condiciones heterotroficas, utilizando glucosa

o acetato de sodio como fuente de carbono.
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6.4.2. Disefio experimental y andlisis estadisticos.

Los experimentos en este segundo objetivo especifico se realizaron en cultivos por lote,
contando con tres réplicas, donde cada frasco Erlenmeyer de 250 mL se considerd una
réplica. Cada experimento contenia 4 tratamientos: 1. esferas sin microorganismos, 2.
esferas con C. vulgaris, 3. esferas con A. brasilense (Controles); 4. esferas con C.
vulgaris — A. brasilense (Tratamiento) (n = 12). Cada experimento fue repetido dos
veces (n = 24). Los datos de cada tratamiento de cada repeticion fueron combinados y
analizaos, primero por ANOVA de una via y después por analisis LSD post-hoc, con

significancia P < 0.05, utilizando Statistica 6.0 software (StatSoft, Tulsa, OK).

Productividad volumétrica (Yp), Afinidad (Sa) y Rendimiento de almidon (Qs) fueron
determinados como se describid previamente. Los siguientes parametros fueron
determinados como se describe posteriormente: contenido de almidon, consumo de la
fuente de carbono (glucosa o acetato de sodio), Actividad enzimatica de la ADP-

Glucosa pirofosforilasa (AGPase), conteo de microorganismos.

6.5. Evaluar el efecto del acido indolacético (AlA) sobre la actividad de la

enzima reguladora de la sintesis de almidon (AGPase) de C. vulgaris
6.5.1. Condiciones de cultivo experimentales.

En el tercer objetivo especifico, la microalga unicelular Chlorella vulgaris Beijerinck
(UTEX 2714, Austin, TX) y las cepas silvestres o atenuadas en su produccion de ATA
(ver Tabla 7) fueron utilizadas. Para producir los inoculos de cada microorganismo se

realizo6 el procedimiento descrito previamente.

Tabla 2. Descripcion de cepas silvestres de Azospirillum brasilense o atenuadas en la produccion de acido
indolacético (AIA). (Tomado de de-bashan et al., 2008a).

Cepa de Azospirillum Descripcion Producddén AIA (ng-pl. ") Referenda o fuente de la cepa
A. brasilense Cd Cepasilvestre de A. brasilense (USA) 4401+ 0.17 DSM 1843
A. brasilense Spb Cepasilvestre de A. brasilense (Italia) 55.18+ 0.81 Barbieri y Galli, 1993

Derivada de A. brasilense Spé, llevando una

A- brasilense SPMIINS 4 cién Tns en o gen ipdc (Italia)

15+ 04 Barbieri y Galli, 1993
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Una vez inmovilizados o co-inmovilizados los microorganismos como se describio
anteriormente; se realizé la incubacion secundaria en el medio OAB — N o en una
solucion de caldo nutritivo 10% v/v (Sigma-Aldrich) con la composicion descrita
anteriormente. Cada condicion de crecimiento se realizd dependiendo de la condicion

experimental a seguir.

Para los experimentos, 12 g de esferas con los microorganismos inmovilizados o co-
inmovilizados fueron inoculados con 150 mL de medio sintético de crecimiento con la
composicion arriba mencionada; la cual contiene suficiente (saciada) nitrogeno (+ N)
(Bashan et al., 2011). En las condiciones de ayuno, nitrogeno (— N) fué removido del
MSC. Se agregaron 10 gL' de D-glucosa al MSC como fuente de carbono. El

crecimiento se mantuvo durante 96 h bajo condiciones heterotroficas.

6.5.2. Disefio experimental y analisis estadisticos.

Nuevamente en este tercer objetivo especifico, los experimentos se realizaron en
cultivos por lote, contando con tres replicas, donde cada frasco Erlenmeyer de 250 mL
se considero una réplica. Cada experimento contenia 9 tratamientos: 1. esferas sin
microorganismos, 2. esferas con C. vulgaris, 3. esferas con C. vulgaris (afiadiendo al
MSC AIA sintético), 4. esferas con A. brasilense Cd, 5. esferas con A. brasilense Sp6,
6. Esferas con A. brasilense SpM (Controles); 7. esferas con C. vulgaris — A. brasilense
Cd, 8. esferas con C. vulgaris — A. brasilense Sp6, 9. esferas con A. brasilense SpM
(Tratamientos) (n = 27). Cada experimento fue repetido dos veces, los datos de cada
tratamiento de cada repeticion (n = 54) fueron combinados y analizados primero por un
ANOVA de una via y después por un andlisis post-hoc LSD, con significancia de P <

0.05, usando el programa Statistica 6.0 software (StatSoft, Tulsa, OK).

La Actividad enzimatica de la ADP-Glucosa pirofosforilasa (AGPase), el contenido de
almidon y consumo de glucosa de C. vulgaris fueron determinados como se describe

posteriorme
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6.6. Métodos analiticos
6.6.1. Determinacion de carbohidratos totales

Muestras de un gramo de esferas de alginato (por réplica y por tratamiento, n = 9)
fueron tomadas cada 24 h, lavadas con agua destilada, secadas a 80 °C por 12 h, y
molidas con mortero y pistilo. De un gramo de esfera fresca se obtuvieron 10 mg de
esfera seca. Estos 10 mg fueron resuspendidos en 5 mL 1 M H,SO4 y sonicados por 4
min a 22.5 kHz con un ultrasonic cell disruptor (Misonix, Farmingdale, NY).
Carbohidratos fueron extraidos por hidrolisis de la muestra de la esfera seca por 60 min
a 100 °C. Carbohidratos totales fueron cuantificados por el método fenol-sulfurico (Fox

y Robyt, 1991; Masuko et al., 2005), usando glucosa como el estandar.

6.6.2. Determinacion de almidén

El contenido de almidon fue cuantificado por el método descrito por Branyikova et al.
(2011), el cual es una modificacion del método de McCready et al. (1956), basado en la
hidrolisis total de almidon mediante acido perclorico 30% y cuantificacion de la glucosa
liberada por colorimetria. Brevemente: se tomaron 10 mg de la muestra de las esferas en
polvo, se agregaron 100 ul de agua y se dejaron a -20°C por 24 h, posteriormente al
pellet se le adicionaron 5 mL de acido perclorico al 30%, se someti6 a sonicacién por 4
min., Se agitd vigorosamente por 15 min a temperatura ambiente, se centrifugo y
recuperd el extracto liquido (5 ml), se adiciond al pellet nuevamente 2.5 ml de acido
perclorico 35% y se agitd nuevamente 15 min, se centrifugo y recuperd el extracto
liquido, se repitid esta operacion una vez mads hasta obtener un volumen de extracto
liquido de 10 mL. Del extracto liquido se realizo la determinacion de almidon mediante

el método fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956).
6.6.3. Determinacion del consumo de la fuente de carbono
El consumo de D-glucosa o acetato de sodio del MRS por los microorganismos fue

analizada utilizando kits: El kit Megazyme para determinaciéon de D-glucosa (glucose

oxidase/peroxidase) catalogo # K-GLUC, gopod format, Megazyme International, Bray,
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Ireland. Y el kit para determinar acetato de sodio (catdlogo # K-ACETAF 12/07, acetyl-
coA synthetase format; Megazyme International). Estos fueron realizados de acuerdo a

las instrucciones del mismo.

6.6.4. Cuantificacion de la actividad enzimatica de la ADP-Glucosa

pirofosforilasa (AGPase)

Seis g de esferas de alginato de cada tratamiento fueron tomadas cada 24 h. Las esferas
fueron disueltas en 30 mL de NaHCO; 4% y centrifugadas a 2000 g por 6 min. El
sobrenadante fue desechado y el pellet obtenido fue lavado tres veces con solucion
salina 0.85%. La actividad enzimatica fue determinada por el método descrito por Li et
al. (2011) como sigue: la actividad de la AGPase fue determinada en un buffer de
extraccion con la siguiente composicion (mM): HEPES pH 7.4 (100), ADP-glucose
(1.2), sodium pyrophosphate (3), MgCl, (5), dithiothreitol (DTT) (4), en un volumen
final de 500 pL. La mezcla de reaccion fue incubada a temperatura ambiente (26 + 2
°C) por 20 min. La reaccion fue detenida en un bafio de agua hirviendo por 2 min.
Después se afiadieron 600 pL de agua destilada y la mezcla fue centrifugada a 13,000 g
por 10 min. El sobrenadante (1000 uL) fueron mezclados con 0.3 mg de NADP". La
actividad fue determinada como el incremento in Ass después de agregar 2 puL de las
siguiente enzimas: Fosfoglucomutasa (0.8 U) y Glucosa—6—Fosfato deshidrogenasa (1
U). La actividad de AGPase es expresada como U mg ' proteina, donde una unidad (U)
es nmol ADP mg ' proteina min . Proteinas en la mezcla fueron determinadas por el

método descrito por Bradford (1976).

6.6.5. Conteo de microorganismos

En cada experimento, tres esferas de cada frasco de 250 mL fueron cuanficadas. Cada
esfera fue solubilizada por inmersion en 1 mL de una solucion de NaHCO; 4% durante
30 min a temperatura ambiente de 25 + 4 °C. Células de A. brasilense fueron primero
tenidas con fluorescein diacetato (Sigma) (Chrzanowski et al. 1958) y después contadas
directamente bajo un microscopio de fluorescencia (BX41, Olympus, Tokyo). Cé¢lulas
de Chlorella fueron contadas bajo microscopia de luz con un Neubauer hemocitometro

conectado a un analizador de imagen (Image ProPlus 4.5, Media Cybernetics, Silver
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Spring, MD) (Gonzalez y Bashan, 2000). La tasa de crecimiento (u) fue calculada de la

siguiente manera:

(4)  p=(n Nt; —In Ntg) / (t; — tp)

Donde Nt; es el nimero de células en el tiempo de muestreo y Nty es el nimero de

células en el inicio del experimento (Oh-Hama y Miyachi, 1992).
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7. RESULTADOS

7.1. Evaluar la acumulacion de carbohidratos totales y almidén en C. vulgaris y C.
sorokiniana inmovilizadas y co-inmovilizadas con A. brasilense, bajo condiciones
autotroficas y heterotréficas utilizando glucosa y acetato de sodio como fuente de
carbono.

7.1.1 Autotroéfico

7.1.1.1. Acumulacion de carbohidratos totales

El promedio del contenido de carbohidratos totales en Azospirillum inmovilizada fue
constante y dentro del rango de 9.7 + 1 mg-g ', durante todo el tiempo de incubacion
(Fig. 9a, letras mayusculas). C. vulgaris inmovilizada sola no acumuld cantidades
significativas de carbohidratos. El contenido mds alto de carbohidratos fue obtenido
después de 72 h de incubacion en un nivel de 57 + 14 mg-g'; posteriormente el
contenido de carbohidratos disminuy6 con el tiempo (Fig. 9a, letras mayusculas). En C.
vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense, el contenido de carbohidratos increment6
con el tiempo, alcanzando la acumulacion mas alta a las 72 h de incubacion (Fig. 9a,
letras mayusculas) y fue significativamente mayor que C. vulgaris inmovilizada sola
(Fig. 9a, letras mintsculas). Este contenido mas alto a las 72 h fue 94 + 5.7 mg-g .
Similar a la microalga sola, el contenido de carbohidratos totales del co-inmovilizado
empez0 a disminuir, alcanzando el mismo nivel que C. vulgaris sola después de 144 h
(Fig. 9a, letras minusculas). El incremento en el contenido de carbohidratos totales
después de 72 h fue de 18 + 1.68% en C. vulgaris inmovilizada sola y 96 + 1.75% co-

inmovilizada con A. brasilense.

En el mismo tiempo en el que se alcanz6 el maximo contenido de carbohidratos (72 h),
el contenido de carbohidratos por célula no fue el mayor (17.9 + 0.44 ng-cel'
inmovilizada sola y 27.7 + 0.16 ng-cel ', co-inmovilizada). El nivel més alto de
carbohidratos por célula fue alcanzado a las 24 h (37.9 + 1.3 inmovilizada sola y 43.1 +
0.92 ng-cel ' co-inmovilizada; Figs. 10a, b). A las 24 h la acumulacion de carbohidratos
por cultivo fue 47 + 16 mg g ' inmovilizada sola y 72 + 15 mg-g ' co-inmovilizada (Fig.
9a). No se detectaron carbohidratos en las esferas de alginato sin microorganismos en

ningun experimento. Por lo tanto no sera mencionado en adelante.
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Figura 9. Acumulacion de (a) carbohidratos totales y (b) almidon en C. vulgaris inmovilizada sola y co-
inmovilizada en esferas de alginato con A. brasilense bajo condiciones de crecimiento autotroficas. Los
valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren significativamente, utilizando un ANOVA
de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Los puntos en cada intervalo de tiempo
con diferentes letras mintsculas difieren significativamente a P < 0.05. (en la Fig. a, ANOVA, en la Fig.
b, prueba t de Student). Las barras representan el error estandar.
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La mayoria de los carbohidratos totales se acumularon como almidon. Un patron similar
de acumulacion de almidon, durante el tiempo de incubacidon, como en el contenido de
carbohidratos totales fue determinado. El contenido mas alto de almidon fue detectado a
las 72 h y presentando diferencias significativas entre los tratamientos de C. vulgaris
inmovilizada sola y co-inmovilizada en la mayoria de los intervalos de tiempo de
incubacion (Fig. 9b, letras minusculas). C. vulgaris inmovilizada sola alcanz6 52 + 12
mg-g 'y 74+ 8.6 mg-g ' de almidon co-inmovilizada (Fig. 9b). Lo cuél indica que, del
total de carbohidratos acumulados después de 72 h, 92 £ 1.7% y 78 = 1% es almidon,

respectivamente (Fig. 10c).

El contenido de almidon por célula presentd el mismo patrén de carbohidratos totales
por célula. El mayor contenido de almidon por célula fue también determinado a las 24
h, 33.8 £ 0.76 ng-celﬁl, C. vulgaris inmovilizada sola, y 39.3 £+ 0.88 ng-celﬁl, co-
inmovilizada (Anexo 1). La acumulacion de almidon por cultivo en este tiempo (24 h)
fue solo 42 = 7.7 mg-g ' y 67 + 12 mg-g ', respectivamente (Fig. 9b). Cuando se
determind el contenido maximo de almidon por cultivo a las 72 h de incubacion, el
contenido por célula no fue el maximo, 16.5 + 0.54 ng-cel ' inmovilizada sola y 21.8 +

0.32 ng-cel_'l co-inmovilizada (Anexo 1).
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Figura 10. Densidad celular y acumulacion de carbohidratos por célula en C. vulgaris inmovilizada sola
(a) y co-inmovilizada (b) en esferas de alginato con A. brasilense bajo condiciones de crecimiento
autotrofico. (c) Carbohidratos totales (columnas) y el porcentaje de almidon (valor arriba de la columna)
después de 24 y 72 h de incubacion. Valores a lo largo de la curva con diferentes letras minusculas
difieren significativamente usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05.
Columnas denotadas por diferentes letras maytsculas difieren significativamente usando un ANOVA de
una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05. Barras representan el error estandar.
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Un patron similar en la acumulacion de carbohidratos totales y almidon fue encontrado
con C. sorokiniana (Fig. 11a, letras mayusculas). Después de 72 h de incubacion la
mayor acumulacién de carbohidratos fue 63 + 18 mg-g' en C. sorokiniana
inmovilizada sola y 98 + 29 mgg ' co-inmovilizada, mostrando diferencias
significativas entre ambos tratamientos, (Fig. 11a, letras minusculas). Este incremento
representa 62 + 1.84% en C. sorokiniana inmovilizada sola y 141 + 3.80% co-
inmovilizada con A. brasilense; posteriormente (96 h), el contenido de carbohidratos

disminuy6 y permanecié en este nivel hasta las 144 h (Fig. 11a, letras mayusculas).

A las 24 h el contenido méaximo de carbohidratos totales por célula fue 83.7 + 4.03 ng '
en C. sorokiniana inmovilizada sola y 68.4 + 2.97 ng-cel' co-inmovilizada (Fig. 12a,
b); la acumulacién de carbohidratos totales por cultivo en este tiempo (24 h) fue 42 + 2
y 55+ 2.4 mg-g ', respectivamente (Fig. 11a). A las72 h el contenido de carbohidratos
por célula disminuyé, alcanzando 38.2 + 0.88 ng-cel ' inmovilizada sola y 46.2 + 1.37

ng-cel ' co-inmovilizada (Fig. 12a, b).

Este incremento también fue principalmente almidon, alcanzando diferencias
significativas a las 72 h entre ambos tratamientos (Fig. 11b, letras minusculas).
Inmovilizada sola, C. sorokiniana acumulé 57 + 8 y 71 + 6.8 mg-g ' de almidén co-
inmovilizada, lo cual representa 91 + 1% y 72 + 1%, respectivamente del total de
carbohidratos totales acumulados (Fig. 12c). En este tiempo (72 h) el contenido de
almidon por célula fue 32.6 + 0.45 ng-cel ' inmovilizada sola y 44.1 = 0.42 ng-cel ' co-
inmovilizada. A las 24 h de incubacion, el maximo contenido de almidon por célula
alcanzo 60.2 + 1.59 ng-cel ' y 49.6 + 0.49 ng-cel ' respectivamente (Anexo 1). En este
tiempo, la produccion de almidén por cultivo fue 32 + 3.6 mg-g ' y 30 + 5.2 mg-g ',

respectivamente (Fig. 11b).
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Figura 11. Acumulacion de (a) carbohidratos totales y (b) almidon en C. sorokiniana inmovilizada sola y
co-inmovilizada en esferas de alginato con A. brasilense bajo condiciones de crecimiento autotroficas.
Los valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren significativamente, utilizando un
ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Los puntos en cada intervalo de
tiempo con diferentes letras mintisculas difieren significativamente a P < 0.05. (en la Fig. a, ANOVA, en
la Fig. b, prueba t de Student). Las barras representan el error estandar.
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Las dos microalgas mostraron la mayor afinidad y productividad volumétrica después
de 72 h. Encontrandose diferencias significativas entre la microalga inmovilizada sola
(baja afinidad) y co-inmovilizada con A. Brasilense (alta afinidad), aunque en todos los
tratamientos, el contenido mas alto de carbohidratos por célula fue obtenido a las 24 h
(Tabla 3). A las 24 h, la afinidad y la productividad volumétrica no alcanzaron sus

niveles mas altos.

Tabla 3. Analisis general de carbohidratos totales en Chlorella spp. creciendo inmovilizada sola o co-
inmovilizada con A. brasilense en esferas de alginato.

Afinidad Productividad volumétrica
mg-dia™ mg-100 mL™"-dia™
Co- Sola Co- Sola
inmovilizada inmovilizada
C. vulgaris
0-24h 1.67+1.29 aA 0.26+0.02 bA 61.5+4.8 aA 2.6£2.0 bA
48 -72h 7.09+1.33 aB 1.75+1.1 bB 123.6+27.9 aB 24.1+3.5bB
C. sorokiniana
0-24h 2.14+0.13 aA 1.02+0.17 bA 40.6+7.8 aA 9.6+5.8 bA
48 -72h 7.3842.44 aB 2.41+£1.22 bB  157.8+10.0 aB 66.4+3.3 bB

Los valores de cada tratamiento y cada especie de microalga denotados por diferentes letras maytsculas
difieren significativamente en cada intervalo de tiempo. Los valores para cada comparacion entre los
microorganismos inmovilizados y co-inmovilizados con diferentes letras mintsculas difieren
significativamente. Los andlisis estadisticos fueron realizados usando un ANOVA de una via y analisis
post-hoc a P < 0.05 por una prueba t de Student. Las barras representan el error estandar.
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Figura 12. Densidad celular y acumulacion de carbohidratos por célula en C. sorokiniana inmovilizada
sola (a) y co-inmovilizada (b) en esferas de alginato con A. brasilense bajo condiciones de crecimiento
autotrofico. (c) Carbohidratos totales (columnas) y el porcentaje de almidon (valor arriba de la columna)
después de 24 y 72 h de incubacion. Valores a lo largo de la curva con diferentes letras minusculas
difieren significativamente usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05.
Columnas denotadas por diferentes letras maytsculas difieren significativamente usando un ANOVA de
una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05. Barras representan el error estandar.



55

7.1.1.2. Crecimiento autotréfico de Chlorella spp.

La poblacion de C. vulgaris inmovilizada con A. brasilense fue solo ligeramente mas
alta que cuando la microalga creci6 sola. En ambos tratamientos, las poblaciones de las
microalgas alcanzaron el maximo crecimiento y tasa de crecimiento () a las 96 h de
incubacion. En este tiempo, la densidad celular de C. vulgaris co-inmovilizada fue 3.7 x
10°+0.37 x 10°cel'mL ™"y p=0.90 + 0.18, mientras que inmovilizada sola alcanzé 3.2
x 10°+ 0.5 x10° cel'mL™" y p = 0.81 + 0.05. Posteriormente la densidad celular

disminuy¢ con el tiempo (Fig. 10a, b).

Los cultivos de C. sorokiniana mostraron un patrén de crecimiento similar. Estos
presentaron un mayor crecimiento co-inmovilizados con A. brasilense. La maxima
densidad celular y tasa de crecimiento fue obtenida a las 96 h. C. sorokiniana co-
inmovilizada alcanzé 2.11 x 10°+ 0.26 x 10° cel'mL ™'y p = 0.97 + 0.026; lo cual fue
significativamente mayor que la densidad celular de C. sorokiniana sola, 1.51 x 10° +
0.26 x 10° cel'mL ™"y nu=0.72 £ 0.11 (Figs. 12a, b). El crecimiento de C. sorokiniana

inmovilizada o co-inmovilizada fue menor que C. vulgaris, respectivamente.
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7.1.2 Heterotréfico

7.1.2.1. Acumulacién de carbohidratos en Chlorella spp. co-
inmovilizada con A. brasilense, usando D-glucosa como fuente de

carbono.

7.1.2.1.1. Chlorella vulgaris

El contenido total de carbohidratos totales en A. brasilense fue constante durante las
144 h de incubacion, dentro del rango de 159 + 7.1 mg-g' (Fig. 13a, letras
mayusculas). C. vulgaris inmovilizada sola (113.4 + 18.9 mg~g71) y co-inmovilizada
(133 +20 mg-g ') incrementaron el contenido de carbohidratos totales a las 24 h. En este
tiempo no se encontraron diferencias significativas entre ambos tratamientos (Fig. 13a,
letras mintsculas). Posteriormente el contenido de carbohidratos disminuyo hasta las 72
h (Fig. 13a, letras mayusculas), alcanzando el mismo nivel de carbohidratos en la
microalga inmovilizada y co-inmovilizada (Fig.13a, letras minusculas). La maxima
acumulacion de carbohidratos fue alcanzada a las 96 h de cultivo. En este tiempo, el
contenido de carbohidratos fue significativamente mayor en C. vulgaris co-
inmovilizada (200 + 20 mg-g ') que inmovilizada sola (113 + 7.1 mg-g ') (Fig.13a,
letras mintsculas). Este contenido de carbohidratos permanecié constante hasta el final

del tiempo de incubacion.

Se alcanzo un incremento de carbohidratos de 143 + 5% en C. vulgaris inmovilizada
sola y 333 + 8% co-inmovilizada a las 96 h de incubacién. Sin embargo, en este tiempo,
el contenido de carbohidratos por célula no fue el mayor (58 + 3.2 inmovilizada sola y
366 + 145 ng-cel ' co-inmovilizada). El contenido maximo por célula se presenté a las
24 h (310 + 130 inmovilizada sola y 468 + 92 ng-cel' co-inmovilizada) (Figs. 13d, e).
Bajo estas condiciones se observo un patron similar en la acumulacion de almidon. A
las 24 h de incubacién, el contenido de almidon fue de 46 + 14 mg-g ' inmovilizada sola
y 65 + 11 mg-g ' co-inmovilizada, encontrando diferencias significativas entre ambos
tratamientos (Fig. 13b, letras minusculas). Igual a la acumulacion de carbohidratos

totales, la acumulacion de almidon ocurrid a las 96 h, alcanzando diferencias
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como fuente de carbono. Valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren
significativamente usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05. Puntos
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un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras representan el error estandar.
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significativas entre la microalga inmovilizada sola (81 + 14 mg-g™') y co-inmovilizada

(126 + 23 mg-g ") (Fig. 13b, letras mintsculas).

Después de este tiempo, el contenido de almidon disminuyd (Fig. 13b, letras
mayusculas). De los carbohidratos totales acumulados a las 96 h, el contenido de
almidon fue 71.2 = 1.5% incubada sola y 62.2 + 2% incubada co-inmovilizada (Fig.
13f). Aunque el contenido de almidon a las 96 h fue mayor que a las 24 h (Fig. 13b,
letras mayusculas), el contenido de almidon por célula en C. vulgaris inmovilizada sola
y co-inmovilizada a las 24 y 96 h fue casi el mismo; 125 + 47 ng-cel' y 123 + 26
ng-cel”' respectivamente, incubada sola y 229 + 46 ng-cel' y 228 + 51 ng-cel”' co-

inmovilizada con la bacteria (Anexo 2).
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7.1.2.1.2. Chlorella sorokiniana

Creciendo en condiciones heterotroficas, C. sorokiniana inmovilizada sola o co-
inmovilizada con A. Brasilense present6 cantidades similares de carbohidratos totales en
todo el periodo de incubacion (144 h) (Fig. 14a, letras mayusculas).

Un nivel constante de carbohidratos en C. sorokiniana inmovilizada sola fue encontrado
en todos los intervalos de tiempo. Después de 24 h de incubacion alcanzo el maximo de
acumulacién de carbohidratos de 96 + 40 mg-g "' inmovilizada sola y 115 + 38 mg-g™'
interactuando con A. brasilense. No se encontraron diferencias significativas entre
ambos tratamientos en ningun intervalo de tiempo (Fig. 14a, letras minusculas). El
incremento en el contenido de carbohidratos totales a las 24 h fue 96 + 5.09% incubada
sola y 135 + 6.79% incubada co-inmovilizada, comparado con el nivel inicial. A las 24
h, el contenido maximo de carbohidratos por célula fue 332 + 175 ng'g' en la
microalga sola y 504 + 298 ng-cell ' interactuando con la bacteria. Posteriormente este

contenido de carbohidratos disminuy6 hasta el final del tiempo de incubacion (Fig. 14d,

e).

Aunque no se encontraron diferencias significativas en el contenido de carbohidratos
totales en C. sorokiniana cuando estuvo co-inmovilizada o sola, el almidon fue el
principal carbohidrato detectado. En el tratamiento co-inmovilizado, el contenido de
almidon fue significativamente mayor en varios intervalos de incubacion (Fig. 14b,
letras mintisculas). El mayor contenido de almidon se alcanzo a las 24 h; 52 + 15 mg-g '
inmovilizada sola y 73 + 8 mg-g' co-inmovilizada. Posteriormente, el contenido de
almidon fue disminuyendo lentamente (Fig. 14b, letras maytsculas). El contenido de
almidon fue 54.1 £ 2.5% sola 63.3 = 1.4% co-inmovilizada, del total de carbohidratos
totales acumulados (Fig. 14f). A las 24 h, el mayor contenido de almidén por célula fue

181 + 64 ng-cell', inmovilizada sola, y 318 + 53 ng-cell ', co-inmovilizada (Anexo 2).
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Figura 14. (a) Acumulacion de carbohidratos totales, (b) Acumulacion de almidén, (c) Consumo de
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Carbohidratos totales (columnas) y porcentaje de almidon (valores arriba de las columnas) a las 24 h de
incubacion. Todos los experimentos fueron realizados en condiciones heterotroficas utilizando glucosa
como fuente de carbono. Valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren
significativamente usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05. Puntos
de cada intervalo de tiempo con diferentes letras mintsculas difieren significativamente a P < 0.05 en (a)
y (c) usando un ANOVA, en (b) usando una prueba t de Student. En (d), (e), y (f), columnas con
diferentes letras mayutsculas difieren significativamente por un ANOVA de una via combinado con un
analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras representan el error estandar.
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7.1.2.2. Consumo de D-glucosa

A. brasilense no consumié D-glucosa durante ¢l periodo de incubacion (Fig. 13c, letras
mayusculas), como es conocido para esta especie (Hartmann y Zimmer, 1994). C.
vulgaris inmovilizada sola y co-inmovilizada exhibi6 un consumo continuo de D-
glucosa durante las primeras 72 h de incubacion, pero sin alcanzar diferencias
significativas entre ambos tratamientos (Fig. 13c, letras mintsculas). Ulteriormente el
consumo de D-glucosa permanecié en este nivel hasta el fin del periodo de incubacion
(Fig. 13c, letras mayusculas), aunque diferencias significativas fueron encontradas ente

la microalga inmovilizada y co-inmovilizada (Fig. 13c, letras minusculas).

C. sorokiniana inmovilizada sola gradualmente aumento el consumo de D-glucosa hasta
las 96 h y luego este consumo ceso (Fig. 14c, letras mayusculas). Co-inmovilizada, un
gradual y continuo consumo de D-glucosa se encontrd hasta las 72 h, el cudl fue
significativamente mayor que el consumo de D-glucosa de la microalga inmovilizada
sola (Fig. 14c, letras minusculas). Después de este tiempo (72 h), el consumo de D-

glucosa ces6 (Fig. 14c, letras mayutsculas).

La afinidad mas grande de C. vulgaris inmovilizada sola o co-inmovilizada se obtuvo a
las 72 h, pero fue significativamente mayor interactuando con la bacteria en todos los
intervalos de tiempo (Tabla 4, letras minusculas). La menor productividad volumétrica
y el rendimiento de carbohidratos fue calculado a las 96 h (Tabla 3, letras mayusculas);
en este tiempo, el tratamiento co-inmovilizado fue significativamente mayor (Tabla 4,
letras minusculas). A las 96 h, la afinidad para C. vulgaris sola o co-inmovilizada fue la

menor (Tabla 4, letras mayusculas).
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Tabla 4. Analisis general de carbohidratos totales en Chlorella spp. co-inmovilizada con A. brasilense en
esferas de alginato en un medio residual sintético bajo condiciones heterotroficas, utilizando D-glucosa
como fuente de carbono.

Afinidad Productividad volumética Rendimiento de carbohidratos
mg*dia’I mg-100 mL™"-dia”! mg-100 mL™"-dia”!
Co- Sola Co- Sola Co- Sola
inmovilizada inmovilizada inmovilizada
C. vulgaris
0-24h 0.81+£0.08 aA  0.44+0.04 bA  7.21+1.11aA  5.78+0.42 bA 4.67£1.7 aA 4.22+0.4 aA
48 -72h 1.17+0.06 aA 0.72+0.24bA  -4.60+1.51aB  -1.42+0.81 bB  -1.38+0.07aB  -2.63+0.6 bB
C. sorokiniana
0-24h 0.44+0.32aA  0.12+0.09bA  6.61£1.16 aA  4.90+0.49 bA 19.4+0.31 aA 10.8+0.08 bA

48—-72h 0.97+0.58 aA 0.68+0.50 bB -0.09+8.2 aB 3.1340.37bA  -0.15t1.26 aB  9.524+2.30 bA

Los valores de cada tratamiento y cada especie de microalga denotados por diferentes letras mayusculas
difieren significativamente en cada intervalo de tiempo. Los valores para cada comparacion entre los
microorganismos inmovilizados y co-inmovilizados con diferentes letras mintsculas difieren
significativamente. Los analisis estadisticos fueron realizados usando un ANOVA de una via y analisis
post-hoc a P < 0.05 por una prueba t de Student. Las barras representan el error estandar.

A las 72 h, C. sorokiniana también mostr6 la mayor afinidad (Tabla 4, letras
mayusculas), y similar a C. vulgaris, también expuso diferencias significativas entre
sola y co-inmovilizada (Tabla 4, letras mintsculas). La productividad volumétrica y el
rendimiento de carbohidratos fueron significativamente menor en la microalga co-
inmovilizada. El maximo rendimiento de carbohidratos y productividad volumétrica
fueron calculados a las 24 h en ambos tratamientos (Tabla 4, letras mayusculas),
logrando el co-inmovilizado ser significativamente mayor (Tabla 4, letras mintsculas).

La afinidad a las 24 h fue baja en ambos tratamientos (Tabla 4, letras mayusculas).
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7.1.2.3. Acumulacion de carbohidratos en Chlorella spp. co-inmovilizada con

A. brasilense, usando acetato de sodio como fuente de carbono.
7.1.2.3.1. Chlorella vulgaris

El contenido de carbohidratos totales en A. brasilense fue constante durante todo el
tiempo de incubacidon cuando crecid en acetato de sodio, el promedio de carbohidratos
fue 16 + 5.2 mg-g ' (Fig. 15a, letras mayusculas). A lo largo de todo el periodo de
incubacion, no hubieron diferencias significativas entre el cultivo de C. vulgaris sola y
co-inmovilizada (Fig. 15a, letras minusculas). Ambos cultivos llegaron a su maxima
acumulacion de carbohidratos después de 24 h, 83 + 9 mg-g"' inmovilizada sola y 93 +
14 mg-g"', co-inmovilizada. El incremento fue 117 + 3.25% inmovilizada y 126 +
2.61% interactuando con la bacteria, comparado con el contenido de carbohidratos al
inicio del cultivo. El contenido de carbohidratos por célula fue 237 + 57 ng-g'
inmovilizada sola y 247 + 39 ng-cell ' co-inmovilizada (Fig. 15d, ¢), con niveles bajos
en el resto de los intervalos de incubacion y el contenido de carbohidratos
disminuyendo con el tiempo (Fig. 15a, letras mayusculas).

Semejante al contenido de carbohidratos, durante todo el periodo de incubacion no hubo
diferencias significativas entre el contenido de almidéon de C. vulgaris sola y co-
inmovilizada (Fig. 15b, letras minusculas). El mas importante contenido de almidon en
C. vulgaris creciendo sola e interactuando con la bacteria fue a las 24 h, consiguiendo
acumular 45 + 6.4 mg-g ' solay 52 = 7.1 mg-g ' co-inmovilizada. El contenido de
almidon a las 24 h representa 54.2 + 1.8% de los carbohidratos totales acumulados
creciendo sola, y 55.6 £ 1.6%, co-inmovilizada (Fig. 14f). A las 24 h, el contenido de
almidon por célula fue 75 + 15 ng-cell’, creciendo sola, y 138 + 26 ng-cel ' co-
inmovilizada (Anexo 3).Después el contenido de almidon disminuy6 y permanecio en el

mismo rango (Fig. 15b, letras mayusculas).



64

()(‘106}

=1

Densidad celular-mL

g 100 ak, +g-Wﬁ§'ﬂﬂMbrMﬁ'mg a = ngummm_ml-l € wigans
3 M A-””‘?’”‘M 20 - A —v— Densidad cel
‘o
- 80
E 25 1
B & 20
o
ﬁ i 15 1
2
© _ 101
T 20 "
=
; S 5
[= 0
T 0 2
© o
2 e
80 g 30 A a
8ol 1 L
~ ) 1
2 &
- 20 c
‘o
2 4 15 I B
£ pe :
S 10 8
£ 20
< 51| ¥
0 T T T T | I
0 4 48 72 96 120 144
Tiempo de incubacién (h)
g‘ [ C. wiigais - A brasense soia
~ 10 B 1201 &R c. uigers - A brasiense co-nmoviizados :10
- -
i L]
' o 54.2¢1.8
Q 8 g: 100 ?
o £
5 3 80
g 8 g
2 ‘é 80 B5.141.0
o 7 2 B
5 2 I
8 T 40
< 6 E
B bEBE S 20
0 24 48 T2 a6 120 144 0 24 4
Tiempo de incubacion (h) Tiempo de incubacion (h)

Figura 15. (a) Acumulacion de carbohidratos totales, (b) Acumulacion de almidén, (¢) Consumo de
acetato de sodio, (d) Crecimiento (linea continua) y acumulacion de carbohidratos por célula (columnas)
por C. vulgaris inmovilizada sola en esferas de alginato. (¢) Densidad celular (linea solida) y acumulacion
de carbohidratos por célula en C. vulgaris co-inmovilizada en esferas de alginato con A. brasilense. (f)
Carbohidratos totales (columnas) y porcentaje de almidon (valores arriba de las columnas) a las 24 h de
incubacion. Todos los experimentos fueron realizados en condiciones heterotroficas utilizando acetato de
sodio como fuente de carbono. Valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren
significativamente usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc a P < 0.05. Puntos
de cada intervalo de tiempo con diferentes letras mintsculas difieren significativamente a P < 0.05 en (a)
y (c) usando un ANOVA, en (b) usando una prueba t de Student. En (d), (e), y (f), columnas con
diferentes letras maytsculas difieren significativamente por un ANOVA de una via combinado con un
analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras representan el error estandar.
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7.1.2.3.2. Chlorella sorokiniana

C. sorokiniana present6 un patron equivalente a la acumulacion de carbohidratos totales
y almidén como C. vulgaris, pero acumuld, en ciertos intervalos, cantidades superiores.

Durante el tiempo de incubacion, no hubo diferencias significativas en la acumulacion
de carbohidratos totales entre C. sorokiniana creciendo sola o interactuando con A.
brasilense (Fig. 16a, letras minusculas). Ambos cultivos llegaron a su mayor contenido
de carbohidratos después de 24 h de incubacion; 123 + 10 mg-g ', inmovilizada, y 102
+3.1 mg-g ', co-inmovilizada. El incremento de carbohidratos totales a las 24 h fue 157
+ 3.45% y 114 £ 5%, respectivamente, con respecto a la concentracion inicial de
carbohidratos (0 h). A las 24 h, la maxima cantidad de carbohidratos por célula fue
similar: 34.1 £ 14.0 ng-cel' y 34.1 £ 13.8 ng-cel”’, respectivamente (Fig. 16d, e),
mostrando menor cantidad de carbohidratos por célula en los demads intervalos y

mantenida en este nivel bajo (Fig. 16a, letras mayutsculas).

La acumulacion de almidon presentdé un patron afin a los carbohidratos totales
acumulados. Después de 24 h, el almidon alcanz6 su maxima acumulacion: 77 + 8.1
mg-g co-inmovilizada, la cual fue significativamente mayor que 56 + 5 mg-g "'
inmovilizada sola (Fig.16b, letras minusculas). Este contenido de almidon representa
457+ 1%y 75.4 £ 2 %, del total de carbohidratos acumulados en este tiempo (24 h)
(Fig. 16f).

A las 24 h, el almidon por célula fue 15.6 + 1.8 ng-cel ' y 25.8 + 3.6 ng-cel ',
respectivamente. Desde las 24 a las 144 h, el contenido de almidon por cultivo
disminuy6 y continud en el nivel mas bajo, similar al contenido de carbohidratos (Fig.

16b, letras mayusculas) (Anexo 3).
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Figura 16. (a) Acumulacion de carbohidratos totales, (b) Acumulacion de almidén, (¢) Consumo de
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7.1.2.4. Consumo de acetato de sodio

En A. Brasilense se obtuvo un increment6 en el consumo de acetato de sodio hasta las
72 h, luego de este intervalo, el consumo ces6 (Fig. 15c¢., letras mayusculas). C. vulgaris
inmovilizada sola y co-inmovilizada acrecentdé el consumo hasta las 72 h.
Posteriormente el consumo cesd6 también en estos tratamientos (Fig. 15c, letras
mayusculas). En las primeras 48 h, los microorganismos co-inmovilizados tuvieron
significativamente mas consumo de acetato de sodio; en el resto de los intervalos de
tiempo, no se detectaron diferencias significativas entre ambos tratamientos (Fig. 15c,

letras mintisculas).

El consumo de acetato de sodio por C. sorokiniana fue similar a aquel de C. vulgaris,
con el mayor consumo a las 72 h. Durante todo el tiempo de incubacion, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos inmovilizados y co-

inmovilizados (Fig. 16c, letras minusculas).

Con acetato de sodio como la fuente de carbono. La maxima afinidad en C. vulgaris y
C. sorokiniana fue calculada a las 72 h (Tabla 5, letras maytsculas). La afinidad fue
significativamente mayor en los tratamientos co-inmovilizados (Tabla 5, letras
minusculas). A las 72 h, la productividad volumétrica y el rendimiento de carbohidratos
fueron bajos (Tabla 5, letras mayusculas), con diferencias significativas entre los dos
tratamientos (Tabla 5, letras mintsculas). Después de 24 h, los tratamientos
inmovilizados y co-inmovilizados alcanzaron la méaxima productividad volumétrica y
rendimiento de carbohidratos (Tabla 5, letras mayusculas), pero solo C. vulgaris mostro
diferencias significativas entre ambos tratamientos (Tabla 5, letras mintsculas). La

afinidad a las 24 h fue baja (Tabla 5, letras mayusculas).
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Tabla 5. Analisis general de carbohidratos totales en Chlorella spp. co-inmovilizada con A. brasilense en
esferas de alginato en un medio residual sintético bajo condiciones heterotroficas, utilizando acetato de
sodio como fuente de carbono.

Afinidad Productividad volumétrica Rendimiento de carbohidratos
mg-dia'l mg-100 mL"-dia” mg-100 mL"dia”
Co- Sola Co- Sola Co- Sola
inmovilizada inmovilizada inmovilizada
C. vulgaris
0-24h 0.37+0.15 aA 0.30+0.09 aA 5.2240.63 aA 4.51+£0.47bA  4.82+0.40 aA 2.72+0.97 bA
48-72h 1.02+0.18 aB 0.52+0.06 bB 0.73+0.17 aB 2.93+0.51 bB 0.38+0.07 aB 2.2140.31 bA
C. sorokiniana
0-24h 0.58+0.13 aA 0.26+0.05 aA 5.46£1.09 aA 4.59+0.22 aA 4.14+1.03 aA 5.62+1.14 aA

48—-72h 0.90+0.22 aB 0.26+£0.19 bA  -1.63+0.14aB  -3.30+0.36 bB  -1.41+£0.54aB  -9.35+0.49 bB

Los valores de cada tratamiento y cada especie de microalga denotados por diferentes letras maytsculas
difieren significativamente en cada intervalo de tiempo. Los valores para cada comparacion entre los
microorganismos inmovilizados y co-inmovilizados con diferentes letras mintsculas difieren
significativamente. Los andlisis estadisticos fueron realizados usando un ANOVA de una via y analisis
post-hoc a P <0.05 por una prueba t de Student. Las barras representan el error estandar.
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7.1.2.5. Crecimiento heterotréfico de Chlorella spp.

Generalmente, el crecimiento de Chlorella spp. inmovilizada sola fue superior que co-
inmovilizada con A. brasilense. Cuando el crecimiento estuvo basado en D-glucosa, C.
vulgaris y C. sorokiniana alcanzaron la maxima densidad celular y tasa de crecimiento
a las 72 h. C. vulgaris obtuvo una poblacién de 7.2 x 10° £ 0.51 cel'mL ™" y una tasa de
crecimiento de 0.83 + 0.07 d', mientras que co-inmovilizada, la maxima poblacién a
las 72 h fue de 5.5 x 10° + 0.30 cel'mL™' y la tasa de crecimiento 0.70 + 0.08 d"'.
Diferencias significativas fueron encontradas entre ambos tratamientos. Ulterior de este
intervalo, la densidad celular disminuy6 (Figs. 13d, 13e). El mismo patron ocurrié con
C. sorokiniana. A las 72 h, la densidad celular fue significativamente diferente entre los
tratamientos, alcanzando 6.0 x 10° + 0.30 cel'mL " cuando estuvo inmovilizada sola y
5.4 x 10° + 0.50 cel'mL™" co-inmovilizada (Figs. 14d, 14e); las tasas de crecimiento
fueron 0.80 + 0.05 d™' y 0.67 £ 0.05 d', respectivamente.

C. vulgaris y C. sorokiniana creciendo en acetato de sodio mostraron el mismo patrén
de crecimiento, consiguiendo la maxima densidad celular y tasa de crecimiento después
de 72 h de incubacion, logrando mayor densidad celular que utilizando D-glucosa como
la fuente de carbono. A las 72 h, C. vulgaris presentd diferencias significativas entre
ambos tratamientos, alcanzando una poblacion de 10 x 10° + 1.19 cel-mL’
inmovilizada sola y 8.5 x 10+ 1.13 cel'mL ™" co-inmovilizada con A. brasilense (Figs.
15d, 15e); las tasas de crecimiento fueron 0.93 + 0.09 d' y 0.73 + 0.08 d',
respectivamente.

C. sorokiniana tuvo una poblaciéon de 6.6 x 10° £ 036 mL' y 6.1 x 10° = 0.56
cel'mL™, respectivamente, mientras que la tasa de crecimiento fue 0.81 + 0.05 d”' y
0.72 + 0.08 d ' (Figs. 16d, 16e). Estas tasas de crecimiento fueron significativamente
diferentes entre la microalga creciendo sola o interactuando con la bacteria. La tasa de
crecimiento y la densidad celular de C. vulgaris fueron mas grandes que C. sorokiniana,

utilizando cualquier fuente de carbono.
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7.2. Evaluar el efecto de A. brasilense en la actividad enziméatica (AGPase) del
metabolismo de acumulacion de almidon en Chlorella vulgaris interactuando co-
inmovilizadas en esferas de alginato, creciendo bajo régimen heterotroéfico.

7.2.1. Actividad enzimatica de la AGPase de C. vulgaris co-inmovilizada con

A. brasilense, usando D-glucosa como fuente de carbono

Creciendo satisfechas o saciadas de nitrogeno, A. brasilense mostré una actividad
constante de la AGPase, alcanzando una maxima actividad de 8.81 +3.44 U alas48 hy
después la actividad declin6 hasta las 96 h (Fig. 17c, letras mayusculas). C. vulgaris
sola o co-inmovilizada alcanzaron la mayor actividad de la AGPase igualmente a las 48
h, 11.23 £ 2 .69 U (inmovilizada) y 18.76 + 3.04 U (co-inmovilizada). Después esta
actividad disminuyd con el tiempo hasta las 96 h en ambos tratamientos (Fig. 17c, letras
mayusculas). Diferencias significativas entre la actividad de la AGPase in C. vulgaris
sola y A. brasilense no fueron encontradas en ningtn intervalo de incubacion (Fig. 17c,
letras minusculas). Sin embargo, la actividad especifica de AGPase en C. vulgaris co-
inmovilizada con A. brasilense fue significativamente mayor que inmovilizada sola

durante todo el tiempo de incubacion (Fig. 17¢, letras minusculas).

Creciendo en ayuno de nitrogeno, la actividad especifica de A. brasilense fue 6.09 +
2.06 U a las 24 h y permaneci6 constante en este rango todo el periodo de incubacion
(Fig. 17a, letras mayusculas). C. vulgaris inmovilizada sola mostr6 la maxima actividad
a las 48 y 72 h (10.23 £ 2.05 U) y posteriormente disminuyé (Fig. 17a, letras
mayusculas). No hubieron diferencias significativas en la actividad de la AGPase de C.
vulgaris inmovilizada sola y con A. brasilense sola a las 24, 48 y 96 h pero si a las 72 h
(Fig. 17a, letras mintsculas). La actividad especifica de la AGPase de C. vulgaris co-
inmovilizada con la bacteria, aunque no cambio significativamente durante el tiempo de
incubacion, fue 17.17 £ 3.58 U a las 48 h (Fig. 17a, letras mayusculas) y fue
significativamente mayor en todo el tiempo de incubacién que los dos controles que

fueron inmovilizados solos (Fig. 17a, letras mintsculas).
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Figura 17. Actividad de la AGPase de C. vulgaris, A. brasilense inmovilizados solos y C. vulgaris co-
inmovilizada con A. brasilense en esferas de alginato bajo ayuno (- N) y saciada (+ N) nitrogeno,
utilizando D-glucosa o acetato de sodio como fuente de carbono. Actividad especifica de la AGPase
(a,c,e,g), actividad por célula de la AGPase (b,d,fh). Valores en las curvas con diferentes letras
mayusculas difieren significativamente. Los valores de cada intervalo de tiempo con diferentes letras
minusculas difieren significativamente; ambos usando un ANOVA de una via combinado con un analisis
post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras representan el error estandar.
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Sin embargo, cuando la actividad de la AGPase fue medida por célula en A. brasilense
creciendo saciadas (4.3 x 10°° + 1.95) o en ayuno de nitrogeno (6.14 x 10°° + 1.42), la
actividad fue muy baja y constante durante las 96 h de incubacion (Fig. 17b, d, letras
mayusculas). En presencia de nitrégeno, C. vulgaris creciendo sola o co-inmovilizada
con A. brasilense mostré la maxima actividad por célula a las 24 h, 3.43 x 10" + 6.49
(inmovilizada sola) y 8.95 x 10 (co-inmovilizada), posteriormente esta actividad
disminuyd con el tiempo (Fig. 1d, letras mayuasculas). Esta actividad fue
significativamente mayor en el tratamiento co-inmovilizado que en la microalga sola en
la mayoria de los intervalos de tiempo (Fig. 1d, letras minusculas). Bajo condiciones de
ayuno, la actividad por célula de la AGPase en C. vulgaris inmovilizada sola fue
constante durante las primeras 72 h de incubacién (2.82 x 107" + 5.34) y después
disminuyo (Fig. 17b, letras mayusculas). Co-inmovilizada C. vulgaris mostrd la
méxima actividad de la AGPase a las 24 h (11.14 x 10~ + 1.08) y mas tarde declind
(Fig. 17b, letras mayusculas). Solo en este tiempo (24 h) hubo diferencias significativas
entre la microalga creciendo sola o interactuando con la bacteria (Fig. 17b, letras

minuasculas).

Creciendo satisfechas de fosforo, la actividad de la AGPase en A. brasilense fue 4.93 +
1.54 U a las 24 h y permanecid constante hasta las 72 h y después declind (Fig. 18c,
letras mayusculas). Un patrén similar fue encontrado en la actividad de la AGPase en C.
vulgaris inmovilizada sola (6.87 + 1.6 U) o co-inmovilizada (9.7 + 1.3 U). En todos los
tratamientos, esta actividad enzimatica fue alcanzada a las 24 h y permanecié sin
cambiar hasta las 72 h y después disminuy¢ a las 96 h (Fig. 18c, letras mayusculas). No
hubo diferencias significativas entre la actividad de esta enzima en C. vulgaris y A.
brasilense (Fig. 18c, letras mintisculas). Aunque la actividad de esta enzima (AGPase)
en la microalga co-inmovilizada fue mayor que las actividades alcanzadas en cada
microorganismo inmovilizado solo; aunque no hubo diferencias significativas en los

valores obtenidos en todos los intervalos de tiempo (Fig. 18c, letras mintusculas).
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Figura 18. Actividad de la AGPase de C. vulgaris, A. brasilense inmovilizados solos y C. vulgaris co-
inmovilizada con A. brasilense en esferas de alginato bajo ayuno (- P) y saciada (+ P) fosforo, utilizando
D-glucosa o acetato de sodio como fuente de carbono. Actividad especifica de la AGPase (a,c,e,g),
actividad por célula de la AGPase (b,d,f;h). Valores en las curvas con diferentes letras maytsculas
difieren significativamente. Los valores de cada intervalo de tiempo con diferentes letras minusculas
difieren significativamente; ambos usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc
LSD a P <0.05. Las barras representan el error estandar.



74

Bajo condiciones de ayuno de fosforo, la AGPase de A. brasilense mostré una actividad
similar durante 96 h (5.12 + 1.53 U) (Fig. 18a, letras mayusculas). La actividad
enzimatica de C. vulgaris inmovilizada sola mostr6 una actividad similar de 7.25 = 1.69
U durante todo el periodo de incubacion (Fig. 18a, letras mayusculas). Esta actividad
especifica en C. vulgaris inmovilizada sola fue mayor que A. brasilense, pero no fue
significativamente mayor en la mayoria de los intervalos (Fig. 18a, letras minasculas).
En la microalga co-inmovilizada, la actividad especifica de la AGPase permanecio
alrededor de 10.21 + 1.57 hasta las 72 h, y después declind (Fig. 18a, letras
mayusculas). A pesar de la mayor actividad, no hubo diferencias significativas en la
actividad de la AGPase en la microalga co-inmovilizada y los microorganismos

inmovilizados solos (Fig. 18a, letras mintsculas).

Un diferente patron fue detectado cuando la actividad de la AGPase fue calculada por
célula. La actividad en A. brasilense creciendo saciadas (1.31 x 10°° £ 3.93) o ayuno
(1.52 x 107 + 4.56) de fosforo permanecio constante y muy bajo durante todo el tiempo
de incubacion (Fig. 18b, d letras mayusculas). Creciendo saciada de fosforo, C. vulgaris
creciendo sola o interactuando con la bacteria, presentd la maxima actividad de la
AGPase a las 24 h y después la actividad disminuy6 (Fig. 18d, letras mayusculas) en
ambos tratamientos, donde la actividad de la AGPase fue 4.74 X 10* + 1.10
(inmovilizada) y 6.69 x 10* + 9.09 (co-inmovilizada). Diferencias significativas entre
la microalga sola y co-inmovilizada fueron alcanzadas a las 48 y 72 h de incubacion
(Fig. 18d, letras minusculas).

Un patron similar fue encontrado en C. vulgaris bajo ayuno de fosforo. La mayor
actividad de la AGPase fue encontrada a las 24 h en la microalga inmovilizada y co-
inmovilizada, después disminuy6 (Fig. 18b, letras mayusculas). En este tiempo la
actividad por célula de la AGPase fue 4.39 x 10~* + 1.02 (inmovilizada) y7.28 x 10 +
9.89 (co-inmovilizada) y diferencias significativas fueron obtenidas en varios intervalos

de tiempo (Fig. 18b, letras minusculas).
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7.2.2. Acumulacion de almidén usando D-glucosa como fuente de carbono

Cuando el nitrogeno o fosforo fueron saciados, la microalga sola o co-inmovilizada
mostré el mismo patron de acumulacion de almidon, significativamente mayor en la
microalga co-inmovilizada que inmovilizada sola (Fig. 19b, d letras minusculas).
Creciendo satisfecha de nitrégeno, el contenido de almidén in C. vulgaris inmovilizada
(51.97 + 6.31 mg-g ') y co-inmovilizada (64.43 + 3.10 mg-g ') fue mayor a las 48 h
(Fig. 19b, letras mayusculas). Mientras que satisfechas de fosforo, a las 48 h, la méxima
acumulacién de almidon obtenida fue 51.09 + 3.12 mg-g ' (inmovilizada) y 60.03 +

3.71 mg-g ' (co-inmovilizada) (Fig. 19d, letras maytsculas).

Bajo condiciones de ayuno, de nitrogeno o fosforo, C. vulgaris inmovilizada o co-
inmovilizada la mayor acumulacion de almidon se alcanzo a las 72 h (Fig. 19a, c letras
mayusculas). En este tiempo, (bajo ayuno de nitrogeno) C. vulgaris inmovilizada
acumuld 65.14 £ 2.88 mg-g' y 79.16 + 3.22 mg-g ' co-inmovilizada. Bajo ayuno de
fosforo, el contenido de almidén fue 55.34 + 4.49 mg-g ' (inmovilizada sola) y 66.25 +
4.76 mg-g"' (co-inmovilizada). Diferencias significativas fueron encontradas a las 48 y
72 h entre ambos tratamientos (Fig. 19¢, letras mintsculas). Bajo todas las condiciones,
el rendimiento de almidon (Qs) y la productividad volumétrica (Yp) alcanzaron su
maximo nivel a las 48 h, aunque no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos de la microalga inmovilizada y co-inmovilizada; excepto bajo condiciones
satisfechas de nitrogeno; donde Yp es mas mayor para C. vulgaris co-inmovilizada

(Tabla 6). Sélo después de este intervalo, el Qs y Yp disminuy6 con el tiempo.
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Figura 19. Acumulacién de almidén de C. vulgaris inmovilizada sola y C. vulgaris co-inmovilizada con

A. brasilense en esferas de alginato, bajo ayuno de nitrogeno (- N) (a,e) y fosforo (- P) (c,g), o saciada

nitrogeno (+ N) (b,f) y fosforo (+ P) (d,h), usando D-glucosa o acetato de sodio como fuente de carbono.

Valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren significativamente. Los valores de cada
intervalo de tiempo con diferentes letras minusculas difieren significativamente; ambos usando un
ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras representan el error

estandar.
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7.2.3. Consumo de D-glucosa

Saciada de nutrientes (N o P), inmovilizada sola o co-inmovilizada, C. vulgaris
consumi6 cantidades significativas de glucosa a las 48 h (Fig. 20b[N], 20d[P], letras
mayusculas). En este tiempo, el mismo nivel de glucosa fue alcanzado en ambos
tratamientos (Fig. 20b, d letras minasculas). Después de 48 h, el consumo de glucosa
permanecio constante en C. vulgaris inmovilizada hasta las 96 h; mientras un consumo
significativamente mayor de glucosa se presentd en la microalga co-inmovilizada (Fig.
20b, d letras mayusculas y letras mintsculas, independientes). Un patrén similar se
presentd bajo condiciones de ayuno (N o P) (Fig. 20a, ¢ letras mayusculas y letras
minuasculas, independientes). Independientemente de las condiciones experimentales, la
afinidad mdxima a la glucosa se obtuvo a las 48 h, mostrando diferencias significativas
entre la microalga inmovilizada y co-inmovilizada (Tabla 6). Después la afinidad

disminuy6 en ambos tratamientos.

Tabla 6. Analisis general de almidon en C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense en esferas de
alginato creciendo en ayuno o saciada de nutrientes y bajo condiciones heterotrdficas, usando D-glucosa
como fuente de carbono.

Afinidad Productividad volumétrica Rendimiento de almidon
mg-dia” mg-100 mL™"-dia™! mg-100 mL™"-dia™!
Co- Sola Co- Sola Co- Sola
inmovilizada inmovilizada inmovilizada
C. vulgaris
24-48h -N 0.87 £0.05a 0.73 £0.05a 3681 +3.34a  2834+3.70a  19.16+1.74a 19.52 +£2.54a

+N 0.25+0.01a 0.13+0.01b 3037+428a  19.92+5.77b 16.12+2.27a 12.34+3.57a
-P 0.72+0.04a 0.37+0.02b 29.82+535a  21.70 £5.80a 13.58 £2.43a 1292 £3.45a

+P 0.48 £0.04a 0.23+0.01b 2695+432a 2193 +4.49 13.42+2.15a 12.39 £2.54a

Diferentes letras mintisculas, para cada par de valores indican diferencias significativas entre C. vulgaris
inmovilizada y C. vulgaris co-inmovilizada con Azospirillum analizada por una prueba de t Student. P <
0.05. () Representa el error estandar
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Figura 20. Consumo de la fuente de carbono de C. vulgaris inmovilizada sola y C. vulgaris co-
inmovilizada con A. brasilense en esferas de alginato, bajo ayuno de nitrogeno (- N) (a,e) y fosforo (- P)
(c,g), o saciada nitrogeno (+ N) (b,f) y fésforo (+ P) (d,h), usando D-glucosa o acetato de sodio como
fuente de carbono. Valores en las curvas con diferentes letras maytsculas difieren significativamente. Los
valores de cada intervalo de tiempo con diferentes letras mintsculas difieren significativamente; ambos
usando un ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras
representan el error estandar.
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7.2.4. Crecimiento de Chlorella vulgaris

Creciendo saciada de N o P, la densidad celular de C. vulgaris inmovilizada sola fue
significativamente mayor que la co-inmovilizada con A. Brasilense (Fig. 21b, d letras
mintsculas). Con nitrégeno la maxima poblacion fue alcanzada a las 96 h in C. vulgaris
inmovilizada (5.37 + 0.22 Log densidad cel™") y co-inmovilizada (5.10 + 0.10 Log
densidad cel™) (Fig. 21b, letras mayusculas). En este tiempo, las tasas de crecimiento
fueron 0.87 + 0.26 y 0.66 + 0.06 d ' inmovilizada y co-inmovilizada, respectivamente.

Saciada de P, en el mismo tiempo (96 h) la densidad celular mayor fue 5.30 £ 0.13
(inmovilizada) y 5.20 + 0.12 Log densidad cel ' (co-inmovilizada) (Fig. 21d, letras
mayusculas), alcanzando tasas de crecimiento 0.88 £ 0.15 d' (inmovilizada) y 0.81 +

0.11 d”' (co-inmovilizada).

Un patrén opuesto fue encontrado bajo condiciones de ayuno (N o P). Bajo condiciones
de ayuno de nitrogeno la maxima densidad celular fue también alcanzada a las 96 h en
C. wvulgaris inmovilizada o co-inmovilizada (Fig. 2la, c¢ letras mayusculas). Sin
embargo, en este tiempo, la densidad celular fue significativamente mayor en la
microalga interactuando con A. brasilense (4.98 + 0.16) que inmovilizada (4.66 + 0.26
Log densidad cel ") (Fig. 21a letras minusculas); alcanzando tasas de crecimiento de
0.25 + 0.18 d' (inmovilizada) y 0.67 £ 0.14 d "' (co-inmovilizada). Mientras que en
ayuno de P, la densidad celular fue 5.01 = 0.21 (inmovilizada sola) y 5.22 + 0.13 Log
densidad cel ' (co-inmovilizada) (Fig. 21c, letras mayusculas). Bajo estas condiciones
las tasas de crecimiento fueron 0.63 + 0.20 (inmovilizada) y 0.85 + 0.09 d' (co-

inmovilizada).
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Figura 21. Densidad celular de C. vulgaris inmovilizada sola y C. vulgaris co-inmovilizada con A.
brasilense en esferas de alginato, bajo ayuno de nitrégeno (- N) (a,e) y fosforo (- P) (c,g), o saciada
nitrogeno (+ N) (b,f) y fosforo (+ P) (d,h), usando D-glucosa o acetato de sodio como fuente de carbono.
Valores en las curvas con diferentes letras mayusculas difieren significativamente. Los valores de cada
intervalo de tiempo con diferentes letras minusculas difieren significativamente; ambos usando un
ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras representan el error

estandar.
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7.2.5. Actividad enzimética de la AGPase de C. vulgaris co-inmovilizada con

A. brasilense, usando acetato de sodio como fuente de carbono

Utilizando acetato de sodio como fuente de carbono y cultivando todas las
combinaciones de C. vulgaris y A. brasilense descritas anteriormente, generd un patron
similar y el mismo nivel en la actividad especifica de la AGPase y la acumulacion de
almidon, igual que usando D-glucosa como fuente de carbono (comparando saciada y el
ayuno de amonio: fig. 17a vs.17e, 17b vs. 171, 17¢ vs. 17g y 17d vs. 17h y para la
presencia y ayuno de fosfato: fig. 18a vs. 18e, 18b vs. 181, 18c vs. 18g y 18d vs. 18h).
La actividad especifica y la actividad por célula fueron significativamente mayor in C.
vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense que cuando ambos microorganismos
estuvieron inmovilizados solos. Esto fue obtenido bajo ayuno y saciadas de nitrogeno

(Fig. 17e, £, g, h) o bajo ayuno o saciada de fosforo (Fig. 18e, f, g, h).

Similar al uso de D-glucosa como fuente de carbono, todas los tratamientos utilizando
acetato de sodio como fuente de carbono, presentaron un patron similar bajo ayuno o
satisfecha de N o P con respecto al contenido de almidén (Fig. 19a, b, ¢, d [D-glucosa]
vs. Fig. 19e, f, g, h [acetato de sodio]), el consumo de acetato de sodio (Fig. 20a, b, c, d
[D- glucosa] vs. Fig. 20e, f, g, h [acetato de sodio]), y la densidad celular (Fig. 21a, b, c,
d [D-glucosa] vs. Fig. 21e, f, g, h [acetato de sodio]). Los valores para cada tratamiento
en C. vulgaris co-inmovilizada fueron significativamente mayor que inmovilizada sola
en la mayoria de los intervalos de incubacion (Fig. 19, 20, 21 letras minusculas, Tabla
7).
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Tabla 7. Analisis general de almidon en C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense en esferas de
alginato creciendo en ayuno o saciada de nutrientes y bajo condiciones heterotroficas, usando acetato de
sodio como fuente de carbono.

Afinidad Productividad volumétrica Rendimiento de almidom
mg-dia’! mg-100 mL-dia™ mg-100 mL™"-dia™
Co- Sola Co- Sola Co- Sola
inmovilizada inmovilizada inmovilizada
C. vulgaris
24-48h -N 240+045a 136+042b 1453+439a 7.43+4.02a 7.25+2.19a 5.54 +3.00a

+N  048+0.04a 023+0.01b 16.55+4.07a 11.01+430a 8.81+238a 10.29+4.02a
-P 0.54+0.13a  041+0.18a 1483 +532a 4.53+527a 8.15+2.92a 2.90+337a

+P  0.30+0.06a 0.16+0.04b  13.59+4.09a 4.56+4.78a 7.38+£2.22a 2.95+3.09a

Diferentes letras mintsculas, para cada par de valores indican diferencias significativas entre C. vulgaris
inmovilizada y C. vulgaris co-inmovilizada con Azospirillum analizada por una prueba t de Student. P <
0.05. (¢) Representa el error estandar

7.3. Evaluar el efecto del acido indolacético (AlA) sobre la actividad de la enzima
reguladora de la sintesis de almidon (AGPase) de C. vulgaris.

7.3.1. Actividad especifica de AGPase en C. vulgaris co-inmovilizada con

cepas de A. brasilense silvestres o atenuadas en la produccion de AIA.

Bajo condiciones de ayuno de nitrogeno, la maxima actividad especifica de AGPase en
C. vulgaris inmovilizada sola (18.99 + 2.09 U) se obtuvo a las 48 h; mientras que
afadiendo AIA sintético al MSC fue 32.06 = 1.49 U a las 24 h. Después, la actividad
disminuy6 (Fig. 22a letras maytsculas) y se mantuvo en el mismo nivel entre ambos
tratamientos (Fig. 22a letras minusculas). En C. vulgaris co-inmovilizada con A.
brasilense SpM la mayor actividad de AGPase fue 22.87 £ 2.30 U a las 24 h y
permanecio en este nivel (Fig. 22a letras mayusculas). En este tiempo (24 h), la
actividad de la AGPase en C. vulgaris adicionada con AIA sintético fue
significativamente mayor que en C. vulgaris inmovilizada con A. brasilense SpM (Fig.

22a letras minusculas). Las maximas actividades de AGPase en C. vulgaris fueron
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obtenidas co-inmovilizada con A. brasilense Cd o A. brasilense Sp6 y fueron
significativamente mayores que los demas tratamientos en la mayoria de los intervalos
de tiempo (Fig. 22a letras mintsculas). A las 24 h, la maxima actividad de AGPase en
C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense Cd fue 46.77 + 3.55 U, mientras que co-
inmovilizada con A. brasilense Sp6 alcanzé 44.99 + 3.55 U. En ambos tratamientos esta
actividad permaneci6 en este nivel hasta las 72 h (Fig. 22a letras mayusculas). Esta
actividad de AGPase fue mayor en C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense Sp6
que co-inmovilizada con A. brasilense Cd, aunque no presento6 diferencias significativas

entre ambos tratamientos (Fig. 22a letras mintsculas).

Creciendo saciada de nitrogeno, la actividad de AGPase en C. vulgaris inmovilizada
sola alcanzo6 su mayor actividad a las 72 h (25.89 + 5.43 U) y permaneci6 en este nivel
(Fig. 22b letras mayusculas); nuevamente en presencia de AIA sintético en el MSC, la
actividad de AGPase en C. vulgaris sola mostré su maxima actividad a las 24 h (29.11 +
1.80) y posteriormente disminuy6 (Fig. 22b letras maytsculas). Co-inmovilizada con A.
brasilense SpM, la mayor actividad de AGPase en la microalga fue (27.89 £3.13 U) a
las 48 h y se mantuvo en este nivel (Fig. 22b letras mayusculas). Nuevamente las
mayores actividades de AGPase se obtuvieron en C. vulgaris co-inmovilizada con A.
brasilense Cd o A. brasilense Sp6 siendo significativamente mayores a los demas
tratamientos en varios intervalos de tiempo (Fig. 22b letras minusculas). Co-
inmovilizada con A. brasilense Sp6, la AGPase de C. vulgaris alcanzé su mayor
actividad a las 24 h (48.75 + 0.81 U), posteriormente disminuyd y se manutuvo en ese
nivel (Fig. 22b letras mayusculas). Co-inmovilizada con A. brasilense Cd alcanzo una
actividad de 54.49 + 5.24 U a las 24 h y permanecioé en este rango hasta las 72 h,
después declino (Fig. 22b letras mayusculas); esta actividad fue mayor que la actividad
de AGPase en C. vulgaris - A. brasilense Sp6, pero no mostré diferencias significativas

(Fig. 22b letras minusculas).
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Figura 22. Actividad especifica de AGPase en C. vulgaris co-inmovilizada con cepas de A. brasilense
silvestres o atenuadas en la produccion de AIA, bajo condiciones de ayuno (a) o saciada (b) de nitrégeno;
bajo régimen heterotrofico usando glucosa como fuente de carbono. Columnas en el mismo intervalo de
tiempo denotadas con diferentes letras minusculas difieren significativamente. Columnas del mismo
tratamiento denotadas con diferentes letras maytsculas difieren significativamente en los intervalos de
tiempo; usando ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras
representan el error estandar.
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7.3.2. Contenido de almidon en C. vulgaris co-inmovilizada con cepas de A.

brasilense silvestres o atenuadas en la produccion de AIA.

Creciendo en condiciones de ayuno de nitrégeno, C. vulgaris inmovilizada sola (29.63 +
2.44 mg-g") o adicionando AIA sintético (61.75 + 2.98 mg-g ') presentd el mayor
contenido de almidon a las 24 h y posteriormente disminuyd (Fig. 23a letras
mayusculas), siendo significativamente mayor cuando se adiciond AIA sintético (Fig.
23a letras mintsculas). Co-inmovilizada con A. brasilense SpM, la maxima
acumulacién de almidon en C. vulgaris se obtuvo a las 48 h (30.16 + 1.63 mg-g ) y
posteriormente ligeramente disminuy6 (Fig. 23a letras mayusculas). Interactuado con
cepas silvestres de A. brasilense (Cd o Sp6), C. vulgaris presentd la mayor acumulacion
de almidon, siendo significativamente mayor que los demas tratamientos en la mayoria
del tiempo de incubacion (Fig. 23a letras mindsculas). El contenido de almidon en la
microalga fue 77.16 + 2.02 mg-g' (A. brasilense Cd) y 79.44 + 3.15 mgg ' (A
brasilense Sp6) a las 24 h, no encontrando diferencias significativas entre ambos
tratamientos (Fig. 23a letras minusculas). Después este contenido disminuyo con el
tiempo (Fig. 23a letras mayusculas), siendo significativamente mayor en la microalga
co-inmovilizada con A. brasilense Sp6 que interactuando con A. brasilense Cd (Fig. 23a

letras mintsculas).

Bajo condiciones saciadas de nitrogeno, el contenido de almidén en C. vulgaris
inmovilizada sola permanecié en un rango de 26. 51 + 0.45 mg-g ' durante todo el
tiempo de incubacion, mientras que adicionada con AIA sintético el maximo contenido
de almidén se obtuvo a las 24 h (82.08 + 1.30 mg-g '), ulteriormente disminuy6 (Fig.
23b letras mayusculas). En este tiempo, el contenido de almidén fue significativamente
mayor en la microalga adicionada con AIA sintético (Fig. 23b letras minusculas).
Interactuando con A. brasilense SpM, el contenido de almidon de C. vulgaris se
mantuvo en un rango de 55.07 + 5.30 mg-g ' durante todo el periodo de incubacion
(Fig. 23b letras mayusculas); pero nuevamente interactuando con las cepas silvestres (A.
brasilense Cd o Sp6), la microalga obtuvo la mayor contenido de almidén, mostrando
ser significativamente mayor que los demas tratamientos en varios intervalos de tiempo
(Fig. 23b letras minusculas). El maximo contenido de almidon de C. vulgaris co-

inmovilizada con A. brasilense Cd fue 157.89 + 3.04 mg-g ' a las 24 h 'y 123.66 + 6.78
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mg-g ' a las 72 h interactuando con A. brasilense Sp6, en ambos tratamientos este
contenido se mantuvo atraves del tiempo (Fig. 23b letras mayusculas). Aunque fue
significativamente mayor interactuando con A. brasilense Cd que con Sp6 (Fig. 23b

letras mintsculas).

7.3.3. Consumo de D-glucosa de C. vulgaris co-inmovilizada con cepas de A.

brasilense silvestres o atenuadas en la produccion de AIA.

C. vulgaris co- inmovilizada con cepas silvestres o atenuadas en su produccion de AIA
y creciendo bajo condiciones de ayuno o saciada de nitrégeno, presentd un consumo
continuo de glucosa durante todo el periodo de incubacion (Fig. 24a, b letras
mayusculas). En ayuno o saciada de nitrogeno, interactuando con A. brasilense SpM o
adicionada con AIA sintético el consumo de glucosa de C. wvulgaris fue
significativamente mayor que inmovilizada sola durante la mayoria de los intervalos de
tiempo (Fig. 24a, b letras minusculas). Sin embargo, la asimilacion de la fuente de
carbono fue significativamente mayor en la microalga co-inmovilizada con las cepas
silvestres de A. brasilense (Cd o Sp6), comparada a los otros tratamientos (Fig. 24a, b

letras mintsculas).
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Figura 23. Acumulacion de almidon en C. vulgaris co-inmovilizada con cepas de A. brasilense silvestres
o atenuadas en la produccion de AIA, bajo condiciones de ayuno (a) o saciada (b) de nitrogeno; bajo
régimen heterotrofico usando glucosa como fuente de carbono. Columnas en el mismo intervalo de
tiempo denotadas con diferentes letras minusculas difieren significativamente. Columnas del mismo
tratamiento denotadas con diferentes letras maytsculas difieren significativamente en los intervalos de
tiempo; usando ANOVA de una via combinado con un analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Las barras
representan el error estandar.
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Figura 24. Consumo de D-glucosa de C. vulgaris co-inmovilizada con cepas de A. brasilense silvestres o
atenuadas en la produccion de AIA, bajo condiciones de ayuno (a) o saciada (b) de nitrégeno; bajo
régimen heterotrofico usando glucosa como fuente de carbono. Los valores en las curvas con diferentes
letras mayusculas difieren significativamente, utilizando un ANOVA de una via combinado con un
analisis post-hoc LSD a P < 0.05. Los puntos en cada intervalo de tiempo con diferentes letras minusculas
difieren significativamente a P < 0.05. Las barras representan el error estandar.
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8. DISCUSION

Como en todas las plantas terrestres, uno del los componentes celulares mas importantes
son los carbohidratos, los cuales son principalmente utilizados para funciones celulares,
estructurales y como almacenamiento de energia. Bajo condiciones autotroficas, las
microalgas verdes utilizan la fotosintesis para producir y acumular carbohidratos y ATP
(Barsanti y Gualtieri, 2006). Por otra parte, A. brasilense induce cambios en las células
de varias cepas de Chlorella spp. con respecto a sus parametros de crecimiento y varios
procesos fisiologicos (Gonzalez y Bashan, 2000; de-Bashan et al., 2002; de-Bashan et
al., 2008, 2008a, b). Por tal razon, nuestra hipotesis de trabajo fue que la bacteria
también podria afectar la acumulacion de carbohidratos totales y almidon en las
especies de Chlorella que fueron examinadas. Se demostré que las células de C.
vulgaris o C. sorokiniana, co-inmovilizadas en esferas de alginato con A. brasilense,
incrementaron su contenido de carbohidratos; y que ambas microalgas presentaron el
mismo patron de acumulacion de carbohidratos totales, representados principalmente
como almidon. Esto puede deberse a la capacidad de esta bacteria de incrementar la
actividad de la fotosintesis (Tsimilli-Michael et al., 2000; de-Bashan y Bashan, 2010),
ademas de parametros de crecimiento de varios cultivos y diversas especies de plantas

(Bashan et al., 2004; Bashan y de-Bashan, 2010), incluyendo Chlorella spp.

Similar al aumento en la produccién y acumulacion de lipidos y pigmentos inducidos
por A. brasilense en Chlorella spp., el aumento en la acumulacién de carbohidratos en
la microalga es atribuido a un incremento en la actividad metabdlica de la fotosintesis
de Chlorella spp. Recientes estudios han demostrado que el mayor mecanismo de
Azospirillum sobre el metabolismo de Chlorella es via hormonal, principalmente por la
produccion de acido indolacético (AIA) (de-Bashan et al., 2008a). En muchas plantas la
produccion de AIA por Azospirillum puede incrementar la actividad de la fotosintesis,
incrementar la produccion de pigmentos y sintesis de varios metabolitos (Bashan y de-
Bashan, 2010), tal como el 3-fosfoglicerato, un metabolito clave en la fotosintesis. Asi

mismo, un incremento en la produccion de pigmentos fotosintéticos de Chlorella spp.
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inducidos por Azospirillum, tales como clorofila a, b, luteina y violaxantina (de-Bashan
et al., 2002) son considerados parametros que coinciden con el incremento de la

fotosintesis en plantas terrestres (Bashan et al., 2006).

En las dos especies de microalga examinadas, el almidon fue el principal carbohidrato
acumulado. Las microalgas verdes (Chlorophyta) utilizan el almidon como el principal
compuesto para almacenar carbono y también como un producto para almacenar energia
(Li et al., 2011), similar a muchas otras algas y plantas superiores (Marsalkova et al.,
2010; Li et al., 2011). Esto indica una relacion entre el incremento en la actividad
fotosintética y la acumulacion de almidon. Como se ha indicado anteriormente, durante
la fotosintesis se produce 3-fosfoglicerato. Este metabolito representa una sefial de un
alto contenido de carbono y energia dentro de la célula, lo cual activa a la enzima
reguladora de la sintesis de almidon, la ADP-Glucosa pirofosforilasa (Van den
Koornhuyse et al., 1996; Ballicora et al., 2004). El incremento de almidon en Chlorella
spp. co-inmovilizada con Azospirillum podria estar relacionada con una mayor actividad
de la enzima ADP-Glucosa pirofosforilasa durante la biosintesis y acumulacion de

almidon.

Otra explicacion reportada para la acumulacidon de carbohidratos en microalgas es
mediante el ayuno o limitacion de nitrogeno y fosforo en el medio de crecimiento
(Behrens et al., 1989; Branyikova et al., 2011; Dragone et al., 2011); la limitacion de
azufre mejora la acumulacion de almidon pero el crecimiento de la microalga cesa
(Branyikova et al., 2011). Nosotros no encontramos estos efectos en nuestro estudio.
Estudios realizados por de-Bashan et al. (2002, 2004, 2008b) demostraron que, bajo
condiciones autotroficas, Chlorella spp. co-inmovilizada con A. brasilense removié
todo el amonio y nitratos del medio s6lo después de ~96 h. Aproximadamente 30% del
fosforo fue removido en la mayoria de los casos. En nuestro estudio, el mayor contenido
de carbohidratos en cultivos de Chlorella spp. fué detectado después de un periodo de
incubacion de 72 h. En este tiempo, el medio de cultivo (MSC) todavia contenia
nitrégeno y suficiente fésforo. Por consiguiente, es mas probable que la acumulacion de
carbohidratos en nuestro estudio sea el resultado de la influencia de A. brasilense y no

del estrés impuesto por la limitacion o ayuno de nitrégeno o fosforo.
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La 6ptima acumulacion de carbohidratos por ambas microalgas fue a las 72 h, similar a
las 80 h encontradas por Behrens et al. (1989) en C. vulgaris, Chlorella spp., sola o co-
inmovilizada presentaron la mayor acumulacion de carbohidratos por célula después de
24 h incubacién, cuando la densidad celular del cultivo es baja; sin embargo, en este
tiempo, la afinidad y la productividad volumétrica de estos cultivos fue menor que la
maxima calculada. En comparacion con el intervalo a las 72 h, donde a pesar de que el
contenido de carbohidratos por célula fue bajo, el cultivo tuvo la mayor afinidad y
productividad volumétrica. Esto puede ser atribuido a que la densidad celular de las
microalgas es mas grande, en comparacion con la poblacion mas pequena que la
poblacion a las 24 h. Este fendmeno también puede ser explicado por lo menos de otras
dos formas, probablemente influenciado por las especies o cepas de microalgas: (1) de-
Bashan et al. (2005) demostré que las condiciones de cultivo tienen un efecto
significativo en el metabolismo de Chlorella spp., pequefias poblaciones pueden
consumir grandes cantidades de nitrogeno, mientras que grandes poblaciones fueron
menos eficientes. Equivalentemente, la cianobacteria Microcystis aeruginosa presenta
una correlacion inversa entre la tasa de crecimiento y el contenido de carbohidratos por
célula (Wang et al., 2010). (2) Cuando las células de la microalga estan creciendo bajo
condiciones Optimas, estas normalmente muestran una alta eficiencia fotosintética para
mantener el crecimiento y reproduccion. Bajo estas condiciones, las microalgas pueden
almacenar poder reductor en la forma de almidon preferentemente sobre los lipidos.
Esto ultimo debido a que la sintesis de almidon a partir de 3-fosfoglicerato requiere seis
moléculas de NADPH y nueve de ATP por cada 18-moléculas de carbono. Lo cual es

energéticamente mas econémico comparado con la sintesis de lipidos (Li et al., 2011).

Como se ha demostrado en varios estudios anteriores y confirmados en nuestro estudio,
bajo condiciones autotroficas, varias cepas de C. vulgaris y C. sorokiniana, alcanzaron
poblaciones mas densas y tasas de crecimiento mas altas al estar co-inmovilizada que
inmovilizadas solas (Ballicora et al., 2004; de-Bashan et al., 2004; de-Bashan et al.,
2008c; Perez-Garcia et al., 2010); sin embargo, en nuestro estudio, a pesar del estatus
de co-inmovilizacién, ambas microalgas tuvieron el menor contenido de carbohidratos a

las 96 h. En este tiempo, todos los cultivos tuvieron sus poblaciones mas densas. Un
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aumento en la densidad celular podria explicar la disminucion de carbohidratos, ya que
para mantener poblaciones mas densas, las células deben sintetizar otros compuestos,
tales como proteinas, pigmentos y lipidos utilizando como precursores los carbohidratos
acumulados previamente (Wang et al., 2010; Doucha et al., 2012). Li et al. (2011)
menciona que la conversion de almidon a lipidos neutros en la microalga
Pseudochlorococcum sp. (Chlorophyceae) es una ruta general e indispensable para la
sintesis y acumulacion de lipidos neutros en esta alga. Incluso, la sintesis de la pared
celular se realiza con moléculas de glucosa procedentes del almidon acumulado
previamente (Salisbury y Ross, 1992). Branyikova et al. (2011) demostraron que
durante la division celular autotréfica de C. vulgaris, el contenido de almidon

disminuy6 hasta un 13% de su peso seco.

Es plausible que aunque la alta densidad celular alcanzada a las 96 h, esta fue
acompafiada por un bajo contenido de carbohidratos en cada célula de esta poblacion.
Es de conocimiento comin que diferentes cepas de Chlorella spp. exhiben diferente
comportamiento y acumulan compuestos en cantidades variables (Oh-Hama y Miyachi,

1992; Lebeau y Robert, 2006; Barsanti y Gualtieri, 2006).

Una alternativa factible para el cultivo de microalgas, pero restringida a s6lo unas pocas
especies de microalgas, es usar su capacidad de crecimiento heterotrofico en la ausencia
de luz. Esta propuesta es significativamente mas econdmica que el crecimiento
autotrofico (Chen y Chen, 2006). Debido a que las dos microalgas utilizadas en este
estudio como Azospirillum spp. pueden crecer e interactuar bajo condiciones
heterotroficas (Perez-Garcia et al. 2010), nuestro estudio también explord la
acumulacion de carbohidratos y almidon bajo condiciones heterotréficas, usando

glucosa y acetato de sodio como fuente de carbono.

Mediante este trabajo, se demostré que la co-inmovilizacion con A. brasilense
promueve la acumulacion de almidon en Chlorella spp. creciendo heterotroficamente.
En teoria, esto puede ser explicado debido a que la bacteria afecta varias rutas
metabdlicas de Chlorella spp. (de-Bashan et al., 2002; de-Bashan et al., 2008a), lo cual

induce la acumulacion de carbohidratos. Cuando la microalga estuvo creciendo sola,
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esta utilizo la fuente de carbono para la multiplicacion celular, un punto que es discutido
mas tarde. de-Bashan y Bashan (2008) sugieren que Chlorella spp. responde a la
interaccion con la MGPB A. brasilense en forma similar a las interacciones de la
bacteria con las plantas superiores, donde esta aumenta el crecimiento de la microalga y
cambia su metabolismo (Bashan y de-Bashan, 2010). El efecto de A. brasilense en
Chlorella spp. bajo condiciones autotroficas como heterotroficas posiblemente se da por
la produccion de fitohormonas tal como el acido indolacético (AIA). El AIA en
Azospirillum spp. es dependiente del triptofano (Bashan et al., 2004) y C. vulgaris es
conocida por sintetizar triptofano (Sauer et al., 1983). El AIA esta involucrado en la
biosintesis de metabolitos, varios mecanismos celulares y cambios en la fisiologia de
plantas y microalgas, incluyendo el metabolismo de carbohidratos (Tsavkelova et al.,

2006; Bashan y de-Bashan, 2010).

Alternativamente, puede haber cambios en la actividad enzimatica del metabolismo de
asimilacion de la fuente de carbono. Las consideraciones teoricas son que el AIA puede
alterar el metabolismo de varias rutas metabolicas, tal como la actividad de la
membrana celular (Bashan y Holguin, 1997; Bashan et al., 2004) y la biosintesis y
acumulacion de carbohidratos (principalmente almidon) usando D-glucosa como la

fuente de carbono.

Esto ultimo puede ocurrir debido a que C. vulgaris incorpora directamente la D-glucosa
en almidon sin desglose y resintesis (Bailey y Neish, 1954; Yang et al., 2000), como
sigue: la asimilacion oxidativa de la glucosa produce glucosa-6-fosfato, la cual forma
reversiblemente glucosa-1-fosfato, una molécula rapidamente disponible para

incorporarla como almidon (Bailey y Neish, 1954; Perez-Garcia et al., 2011).

Bajo condiciones heterotroficas la glucosa ha sido la fuente de carbono cominmente
usada durante el cultivo heterotrofico de Chlorella y muchas otras especies (Griffiths et
al., 1960; Endo et al., 1974; Martinez et al., 1991).

Probablemente la diferencia mas grande en el metabolismo heterotréfico de la glucosa
versus el autotrofico de las microalgas, es que bajo oscuridad, la glucosa es

principalmente metabolizada via la ruta de las pentosas fosfatos (PPP, por sus siglas en
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ingles), mientras que la ruta Embden-Meyerhof (EMP, por sus siglas en ingles) es el
principal proceso glucolitico de las células bajo condiciones autotroficas. Por ejemplo:
en completa oscuridad y usando D-glucosa como fuente de carbono, la PPP en C.
sorokiniana (= C. pyrenoidosa) representa el 90% del flujo metabolico de la glucosa y
la EMP es operativa a menor grado (Endo et al., 1974). La asimilacién de la glucosa en
las microalgas es realizada por transportadores especificos. Una vez dentro de la célula

bajo condiciones heterotroficas, la glucosa es asimilada via PPP (Tanner, 2000).

Los cultivos de C. vulgaris inmovilizada y co-inmovilizada mostraron una tendencia
similar en la acumulacién de carbohidratos totales y almidon. Cuando los cultivos
estuvieron co-inmovilizados con A. brasilense, la cantidad de almidon fue maés alto.
Este incremento en la acumulacion de almidon podria ser atribuido a una mayor
asimilacion de D-glucosa y mayor actividad enzimatica de la ADP-Glucosa-

pirofosforilasa, la enzima reguladora de la biosintesis de almidon (Ballicora et al.,

2004).

Aunque, la co-inmovilizacion de C. sorokiniana y A. brasilense no indujo un mayor
incremento en el contenido de carbohidratos totales usando D-glucosa como la fuente
de carbono, A. brasilense indujo un ligero incremento en la biosintesis y acumulacion
de almidon, comparada con C. sorokiniana inmovilizada sola; pero diferente de la
acumulacion obtenida en C. vulgaris. Esto podria ser explicado debido a que el
metabolismo y acumulacion de D-glucosa varia grandemente y depende principalmente
de la especie de microalga utilizada (Perez-Garcia et al., 2011). Por ejemplo, Griffiths et
al. (1960) demostraron que la asimilacion oxidativa de la glucosa en algunas cepas de
Chlorella y Scenedesmus induce la acumulaciéon de otros polisacaridos como la
hemicelulosa. Olaitan y Northcote (1962) purificaron tres polisacaridos en C.
pyrenoidosa (= C. sorokiniana) (Yang et al., 2000; Perez-Garcia et al., 2011);
hemicelulosa A, B y almidon, en un radio de 9:2:1 respectivamente. Existe la
posibilidad que en nuestro estudio, C. sorokiniana haya acumulado otros compuestos
como lipidos, proteinas o hemicelulosas después de la asimilacion de D-glucosa; tal
como el caso de C. prothecoides, la cual incorpora D-glucosa para formar

principalmente lipidos cuando crece de manera heterotrofica (Chu et al., 1995).
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Por otra parte, el acetato de sodio como fuente de carbono bajo condiciones
heterotroficas, es una de las fuentes de carbono mas comunes para muchas especies
microbianas (Droop, 1974). El acetato no siempre promueve el crecimiento. Este podria
ser toxico para muchos microorganismos en altas concentraciones (Wood et al., 1999).
En la oscuridad, bajo condiciones aerdbicas, las células eucariotas asimilan el acetato
usando una proteina transportadora monocarboxilica/proton que permite el transporte de
moléculas monocarboxilicas a través de la membrana para formar acetil-Coenzima A.
Esta tltima molécula, entra al ciclo del glioxilato de la célula (Perez-Garcia et al.,
2011). Cuando acetato de sodio es utilizado como fuente de carbono, A. brasilense no
induce un incremento significativo en el contenido de carbohidratos totales de C.

vulgaris y C. sorokiniana.

Estudios anteriores han demostrado que la asimilacion y metabolismo de acetato de
sodio en varias especies de microalgas, incluso en C. vulgaris, promueve la
acumulacion de acidos grasos y lipidos (Bouarab et al., 2004; Liang et al., 2009). Chen
y Chen (2006) demostraron que la superioridad del acetato sobre la D-glucosa para la
produccion de &cidos grasos ocurre cuando la D-glucosa es convertida a acetil-CoA, la
estructura basica para la biosintesis de acidos grasos. La glucosa necesita varios pasos,
mientras que el acetato puede ser directamente convertido en acetil-CoA. Por tal razon,
cuando ambas microalgas crecieron en acetato, acumularon otros compuestos, tales
como acidos grasos y lipidos, aunque estos no fueron analizados en este estudio. No
obstante, A. brasilense ligeramente aumenté la acumulacion de almidon. Una
explicacion indirecta para esto podria ser que, como A. brasilense altera el metabolismo
de C. vulgaris y altera el perfil de acidos grasos (de-Bashan et al., 2002), esta bacteria

podria haber hecho lo mismo también con los carbohidratos.

Para las dos especies de microalga utilizadas, la co-inmovilizacion con Azospirillum
algunas veces aumentd la acumulacion de carbohidratos, pero inmovilizada sola, la
fuente de carbono fue utilizada principalmente para el crecimiento de la microalga. La
evidencia para esta suposicion se encuentra en calcular la afinidad; ambas microalgas,
cuando estuvieron inmovilizadas con A. brasilense, exhibieron las mayores afinidades a

la fuente de carbono que cuando estuvieron inmovilizadas solas, mientras que las tasas
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de crecimiento fueron superiores cuando las microalgas crecieron inmovilizadas solas.
Samejima y Myers, (1958) encontraron que, bajo condiciones heterotroficas, la fuente
de carbono que genera bajas tasas de crecimiento en C. sorokiniana son consumidas
para mantener el metabolismo y no el crecimiento. Esta afinidad mayor en los cultivos
co-inmovilizados, no coincide con la mayor productividad volumétrica y rendimiento de
carbohidratos. Este resultado es diferente a lo que ocurri6 bajo condiciones autotroficas,
donde la afinidad, productividad volumétrica y la tasa de crecimiento fueron mayores en
el mismo intervalo de tiempo cuando Chlorella spp. estuvo interactuando con A.
brasilense. Un fenémeno similar fue obtenido cuando la toma de amonio ocurrié en
cultivos co-inmovilizados bajo condiciones heterotroficas, en este caso, el amonio fue
almacenado. Mientras que los cultivos creciendo sin la bacteria, el amonio fue usado
para el crecimiento (Perez-Garcia et al., 2011a). Esto pasa debido a que el metabolismo
del carbono y nitrogeno estdn relacionados y comparten los suministros de carbono
organico y energia suministrados de la respiracion del carbono asimilado (Perez-Garcia

etal., 2011a).

En todos los tratamientos, el incremento significativo de carbohidratos y almidén por
cultivo y por célula después de 24 h podria ser atribuido al almacenamiento de los
mismos; ya que la microalga los almacena como reserva de carbono y energia los cuales
son posteriormente utilizados para su crecimiento (Zeeman et al., 2010; Geigenberger,
2011). Esta es probablemente la razén que en este tiempo nosotros encontramos tasas de
crecimiento bajas y alta productividad volumétrica y rendimiento de carbohidratos en
Chlorella spp. Estos carbohidratos totales y almidon fueron rapidamente consumidos
cuando la microalga obtuvo su maxima densidad celular a las 72 h, el mismo tiempo
cuando, en todos los tratamientos, el contenido de carbohidratos por célula mas bajo fue
encontrado. Branyikova et al. (2011) mencionan que C. vulgaris, creciendo bajo
condiciones heterotroficas, usa el almidoén casi completamente durante la division

celular, disminuyendo hasta un 4% de su peso seco.

Muchos reportes mencionan que el contenido de carbohidratos totales y almidon en
varias cepas de microalgas puede ser incrementado por imponer un ayuno o limitacion
de nutrientes como: nitrogeno, fosforo o azufre (Behrens et al., 1989; Branyikova et al.,

2011; Dragone et al., 2011). En este estudio, y también mostrado bajo condiciones
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autotrodficas, el medio de cultivo (MSC) tuvo suficiente nitrogeno, fosforo y azufre. Esto
demuestra que este incremento en el contenido de carbohidratos totales y almidon en
Chlorella spp co-inmovilizada no es debido a la limitacion de nutrientes en el MSC,

sino mas bien a la influencia de A. brasilense.

Bajo condiciones heterotroficas, las dos cepas de Chlorella spp. evaluadas, cuando
estuvieron inmovilizadas solas, tuvieron poblaciones superiores que co-inmovilizadas
con A. brasilense. Como se menciono anteriormente, bajo estas condiciones, C. vulgaris
creciendo sin influencia de la bacteria, consumi6 la fuente de carbono para la
multiplicaciéon celular, mientras que co-inmovilizada, la microalga acumuld
carbohidratos. Aunque la D-glucosa provee mas energia por mol comparada con otros
sustratos, la densidad celular de ambas microalgas usando acetato de sodio como fuente
de carbono fue superior que usando D-glucosa. Estos resultados estan de acuerdo con
otros reportes donde se indica que el acetato de sodio genera mayor poblacion
microalgal que la D-glucosa (Perez-Garcia et al., 2011a y referencias citadas en el

mismo).

Por lo que respecta a la actividad de la ADP-Glucosa pirofosoforilasa (AGPase); bajo
condiciones heterotroficas y usando glucosa como fuente de carbono esta es la enzima
reguladora en la biosintesis de almidon en plantas y microalgas (Ballicora et al., 2004).
Varios estudios han indicado que el contenido de almidon es una correlacion directa con
la actividad de la AGPase en tubérculos de patata (Slattery et al., 2000), endospermo de
trigo y en la microalga Chlamydomonas reinhardtii (Ballicora et al., 2004). Estudios
recientes han mostrado que la co-inmovilizacion en esferas de alginato de A. brasilense
con Chlorella spp. induce beneficios significativos a la microalga (Gonzalez y Bashan
2000; de-Bashan y Bashan 2008). Ademads, en este estudio se demostré que A.
brasilense aumenta la acumulacion de almidon en C. vulgaris bajo condiciones
autotroficas y heterotroficas. Por tal razon, nuestra hipotesis es que este incremento del

contenido de almidon en Chlorella spp. inducido por A. brasilense, esta relacionado con
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un incremento en la actividad enzimdatica de la AGPase de la microalga, la enzima clave

en la biosintesis de almidon.

De esta manera, evaluamos la actividad de la AGPase en C. vulgaris co-inmovilizada
con A. brasilense y cultivada bajo ayuno y suficiente nitrogeno y fosforo, creciendo
heterotroficamente. El ayuno de nutrientes es bien conocido que incrementa la
acumulacion de varios compuestos en las microalgas, incluyendo Chlorella sp.
(Khozin-Goldberg y Cohen, 2006; Xiong et al., 2010; Tang et al., 2011; Pfibyl et al.,
2012).

Este estudio demostré que bajo condiciones heterotroficas y ayuno de nutrientes
(nitrogeno o fosforo), C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense exhibié una mayor
actividad especifica de la AGPase que creciendo inmovilizada sola. Este resultado se
obtuvo cuando la actividad enzimatica se calculd como actividad especifica o de
actividad por célula. La mayor actividad de la AGPase puede ser atribuido al efecto de
esta bacteria debido a que Azospirillum generalmente altera el metabolismo de
Chlorella spp. posiblemente debido a la produccion de fitohormonas (de-Bashan et al.,
2008a). Muchas especies del género Azospirillum producen varias auxinas, citocininas,
giberelinas o combinaciones de varias de ellas (Bashan y de-Bashan, 2010), donde el
principal efecto en el metabolismo de Chlorella spp. por Azospirillum, demostrado hasta
ahora, es hormonal, principalmente por la produccion del 4cido indolacético (AIA) (de-
Bashan et al., 2008a). Existen por lo menos dos explicaciones plausibles de como puede
pasar este efecto benéfico sobre la actividad de la AGPase. 1). El AIA afecta
directamente o regula la actividad de la AGPase. Esto fue recientemente demostrado en
plantas de arroz (Jing et al., 2013). Igualmente, la aplicacion de AIA provoco la
acumulacion de almidon en granos de sorgo (Bhatia y Singh, 2002). 2). El AIA
incrementa la absorcion de D-glucosa que puede convertir, via AGPase, en una mayor
acumulacion de almidéon como sigue: Las células de Chlorella poseen un sistema
simporte hexosas/H " inducible. Este sistema es responsable de la asimilacion de glucosa
del MSC bajo condiciones heterotréficas (Tanner, 2000). Si el AIA afecta cualquier
sistema simporte esto puede causar mayor asimilacion de glucosa provocando que cada
célula este cargada con un mayor contenido de carbono y energia. La sintesis de

polisacaridos de reserva en bacterias y plantas es maxima cuando el carbono y energia
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estan en exceso (Ballicora et al., 2004). Por lo tanto, este estado de la microalga de
energia/carbono en exceso incrementa la actividad de la AGPase y por consecuencia la
acumulacion de almidén. Este escenario hipotético fue demostrado en este estudio;
mayor asimilacion de glucosa, mayor actividad de la AGPase y mayor acumulacion de

almidon fueron obtenidos en C. vulgaris interactuando con A. brasilense.

En las bacterias, el gen que codifica para la AGPase es glgC. Nosotros hemos
identificado este gen en secuencias completas de varias cepas de A. brasilense (Kaneko
et al., 2010; Wisniewsky-Dyé¢ et al., 2011, 2012). En esta bacteria, esta enzima regula la
biosintesis de glucogeno (Caiola et al., 2004; Lerner et al., 2009). El glucégeno en
Azospirillum spp. mejora la supervivencia bajo estrés. El gen glgC tiene una mayor
regulacion bajo condiciones hiperosmoéticas y desecacion (Sinorhizobium meliloti y
Yersinia pestis), altas temperaturas (Salmonella typhimurium and Saccharomyces

cerevisiae) y ayuno de nutrientes (Escherichia coli) (Lerner et al., 2009).

Bajo condiciones heterotroficas, la glucosa asimilada por Chlorella es rapidamente
incorporada como almidon, mientras que el acetato de sodio induce mucho menos
acumulacion de almidon (Choix et al., 2012b). Incluso, usando cualquier fuente de
carbono, el contenido de almidon fue mayor en Chlorella co-inmovilizada con A.
brasilense. Esto puede ser explicado por la produccion de AIA por A. brasilense, el cual
induce una cascada de cambios metabolicos significativos en la microalga, incluyendo
efectos en el metabolismo de carbohidratos, a pesar de la fuente de carbono utilizada
(Tsavkelova et al., 2006; Bashan y de-Bashan, 2010; Choix et al., 2012a, b). Este
aumento en la acumulacién de almidon coincide con la mayor actividad de la AGPase
en Chlorella co-inmovilizada bajo condiciones de ayuno o saciadas nitrogeno o fosforo.
Comunmente, un incremento en la actividad de AGPase y el contenido de almidon fue
encontrado en tubérculos de patatas (Slattery et al., 2000) pero raramente en microalgas
de agua dulce. Recientemente, Li et al. (2011) demostraron que el maximo nivel de
almidon en la microalga terrestre Pseudochlorococcum sp. (Chlorophyceae) coincide

con el incremento en la actividad de AGPase.

Bajo todas nuestras condiciones experimentales, el consumo de la fuente de carbono y

la afinidad por la D-glucosa o acetato de sodio fueron siempre relativamente mas altos
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en la microalga co-inmovilizada. El maximo consumo de la fuente de carbono ocurri6 a
las 48 h de incubacion. Esto podria ser atribuido al hecho que los cultivos fueron
primeramente sometidos a un periodo preliminar de ayuno de nitrégeno o fosforo
durante 24 h previo al cultivo con la fuente de carbono. Vonshak y Torzillo (2004)
postularon que bajo condiciones de ayuno de nutrientes, la microalga debe realizar
ajustes metabolicos y bioquimicos para balancear la absorcion de energia (como ATP) y
la produccion de poder reductor (como NADPH) para el mantenimiento celular. Un alto
y rapido consumo de nutrientes bajo condiciones de ayuno por Scenedesmus bicellularis
fue reportado (Kaya y Picard, 1995). En este estudio, la alta afinidad a la fuente de
carbono después de 48 h de incubacion coincide con el maximo rendimiento de almidon
y productividad volumétrica. Esto demuestra que el mayor consumo de la fuente de
carbono y el incremento en la actividad de la AGPase pueden estar relacionadas a la
mayor acumulacion de almidén en C. vulgaris co-inmovilizada. Recientemente, Choix
et al. (2012b) demostraron que bajo condiciones heterotroficas A. brasilense promueve

la conversion de glucosa o acetato de sodio en almidén en C. vulgaris y C. sorokiniana.

La mayor actividad de la AGPase fue medida después de 24 h en la microalga co-
inmovilizada. Este tiempo permitio suficiente interacciéon con lo cual Azospirillum
puede estimular esta mayor actividad de la enzima en C. vulgaris. El almidon
acumulado en los cultivos las primeras 72 h de incubaciéon bajo todas nuestras
condiciones experimentales, puede ser explicado de la siguiente manera: bajo
condiciones de ayuno de nutrientes la microalga rapidamente cambia su metabolismo de
a la sintesis de proteinas a almidon, para utilizarlo para su supervivencia (Dragone et al.,
2011; Ho et al., 2012; Markou et al., 2012). El almidon acumulado en las células provee
energia para su posterior crecimiento cuando las condiciones son restauradas (Markou
et al.,, 2012). Siaut et al. (2011) encontraron que bajo condiciones de ayuno
Chlamydomonas reinhardtii utiliza el almidon como el principal compuesto para
almacenar energia mientras que los lipidos son almacenados bajo condiciones de estrés
prolongado. Este mismo patron fue recientemente encontrado en C. vulgaris (Ho et al.,
2013). Sin embargo, en este trabajo, cuando C. vulgaris estuvo creciendo bajo
condiciones saciadas de nutrientes; el contenido de almidon fue similar al acumulado en

la microalga bajo condiciones de ayuno. Esto podria haber pasado debido a que la
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poblacion mantenida previamente en ayuno y posteriormente restauradas las
condiciones nutricionales donde la microalga estd saciada de nutrientes, la microalga no

pudo regenerar su densidad celular.

Usualmente, el crecimiento heterotrofico de Chlorella spp. bajo condiciones saciadas en
el suministro de nutrientes genera altas tasas de crecimiento y altas densidades
celulares. (Perez-Garcia et al., 2011). Sin embargo, en este estudio bajo condiciones de
ayuno o de suficientes nutrientes, la densidad celular en C. vulgaris inmovilizada sola o
co-inmovilizada fue relativamente baja. Maclntyre y Cullen (2005) mencionan que bajo
condiciones de ayuno el metabolismo de la microalga disminuye y el crecimiento cesa.
Esto se debe a que los nutrientes como el nitrogeno y fosforo son esenciales para
generar ADN, ARN, ATP y proteinas. Cuando uno de estos nutrientes es removido o
reducido, este induce bajas tasas de crecimiento y consecuentemente baja biomasa
(Ballin et al., 1988; Zachleder et al., 1988; Bumbak et al., 2011; Markou et al., 2012).
La recuperacion de la densidad celular cuando el suministro de nutrientes fue
recuperado, no sucedid. Esto podria haber ocurrido debido a que durante la fase de
crecimiento secundario de C. vulgaris, realizado en este estudio, la microalga estuvo
bajo ayuno de nitrégeno o fosforo. Como se menciono anteriormente, el ayuno genera
un crecimiento desbalanceado que puede causar que la microalga muera. Ademas, la
respuesta fisiologica de diferentes especies de microalgas al ayuno, difiere y también
varia de minutos a dias (Vonshak y Torzillo, 2004). Estudios realizados anteriormente,
demuestran que C. vulgaris creciendo bajo ayuno de nutrientes no pudo recobrar su
densidad celular incluso cuando la concentracion de nutrientes del medio de cultivo fue
restablecida (Hernandez et al., 2006). Por lo tanto, en este estudio, los cultivos de C.
vulgaris inmovilizada sola o co-inmovilizada no pudieron recuperar su densidad celular.
Considerando esto ultimo, la disminucion del metabolismo y la baja densidad celular
inducida por el ayuno de nutrientes, podria explicar la similar acumulacion de almidon
en C. vulgaris creciendo saciada de nutrientes después de un corto periodo de ayuno de

24 h.

Contrario a lo anterior, nosotros encontramos que a pesar del ayuno de nitrogeno o
fosforo, A. brasilense promueve una mayor densidad celular de C. vulgaris co-

inmovilizada que inmovilizada sola. Esto puede ser debido a que esta bacteria reduce
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muchas condiciones de estrés en plantas (Bashan et al., 2004; Bashan y de-Bashan,
2010) asi como en Chlorella spp. (de-Bashan et al., 2005; de-Bashan y Bashan, 2008)
por numerosos mecanismos a pequefia escala. Aunque, cuando C. vulgaris estuvo
creciendo bajo condiciones saciada nitrogeno y fosforo, esta alcanzo una densidad

celular mayor que inmovilizada sola.

Cultivada en ayuno o saciedad de nitrogeno, C. vulgaris co- inmovilizada con cepas de
A. brasilense superproductoras o atenuadas en la produccion de AIA, demostr6 el efecto
de esta fitohormona para promover mayor actividad de la AGPase de la microalga.
Estudios anteriores han demostrado que la aplicacion de AIA sintético incrementa la
produccion de metabolitos en Chlorella (Tate et al., 2013) como el almidon (Bhatia and
Singh, 2002). Recientemente, Jing et al., demostraron que el AIA tiene la capacidad de
incrementar la actividad de AGPase en plantas de arroz. Lo cual explica el incremento
en la actividad de la AGPase en C. vulgaris cuando se agregd AIA sintético al MSC.
Interactuando con una cepa atenuada en su produccion de AIA (A. brasilense SpM), la
actividad de la AGPase en la microalga permanecid en el mismo nivel que la microalga
inmovilizada sola, lo cual demuestra que el AIA es un factor para promover el
incremento en la actividad enzimatica de Chlorella (Barbieri y Galli, 1993; de-bashan et
al., 2008b, Tate et al., 2013). Sin embargo, la mayor actividad de la AGPase obtenida
en C. vulgaris co-inmovilizada con cepas silvestres, se puede atribuir a que el género
Azospirillum posee multiples mecanismos para promover el incremento en la actividad
metabdlica (Bashan et al., 2004; Bashan y Holguin, 1997; Bashan y de-Bashan, 2010),
los cuales pudieran estar interactuando entre ellos para potenciar el incremento en la
actividad de la AGPase. Bajguz et al., (2013) demostraron que las auxinas (AIA) actiian
de manera sinérgica con otras fitohormonas (brasinoesteroides) para potenciar el
incremento de metabolitos (monosacaridos) en C. vulgaris. Lo cual explica porque la
actividad de la AGPase fue superior cuando C. vulgaris estuvo co-inmovilizada con A.
brasilense Cd o A. brasilense Sp6 que cuando se agreg6 Gnicamente AIA sintético o

estuvo co-inmovilizada con A. brasilense SpM.

Un efecto similar se obtuvo en el contenido de almidén y la asimilacion de la fuente de
carbono de C. vulgaris interactuando con cepas silvestres de A. brasilense, a mayor

consumo de glucosa corresponde una mayor actividad de la AGPase y un mayor
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contenido de almidén. Esto demuestra que la produccion de fitohormonas,
principalmente el AIA por Azospirillum influye positivamente en el metabolismo de

acumulacion de almidon de la microalga evaluada en este estudio.
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9. CONCLUSIONES

Este estudio demostré que bajo condiciones autotrdficas o heterotroficas, Azospirilllum
brasilense incrementa el contenido de carbohidratos totales, principalmente como
almidon, en dos cepas de Chlorella. El incremento en el contenido de almidon de
Chlorella se debe principalmente a un incremento en la actividad enzimatica de la
AGPase de la microalga, lo que induce la mayor acumulacion de almidon durante la
interaccion con la bacteria. Igual al efecto de Azospirillum en plantas superiores, este
incremento en la actividad de la enzima clave en la biosintesis de almidon y por ende
mayor acumulacion del mismo, se debe a la produccion de acido indolacético por A.
brasilense. Similar respuesta de la microalga interactuando con la bacteria fue
encontrada cuando se sometieron a un cultivo bajo condiciones de ayuno o saciada de
nutrientes (nitrégeno o fosforo), o bien, utilizando glucosa o acetato de sodio como
fuente de carbono. Considerando la habilidad de A. brasilense y la respuesta fisiologica
de Chlorella durante la interaccion de ambos microorganismos, se demuestra que la
bacteria A. brasilense es un factor biologico que puede cambiar la composicion celular

en las microalgas. Habilidad que puede ser utilizada en otros campos biotecnolégicos.
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Al. Acumulacién de almidén por célula en C. vulgaris y C. sorokiniana inmovilizadas solas y co-
inmovilizadas con A. brasilense bajo condiciones autotroficas.

ng almidén-cél *

C. vulgaris C. sorokiniana
Tiempo de Incubacién (h) Sola Co-inmovilizada Sola Co-inmovilizada

0 14.7 £ 1.76 12.9+0.74 18.7 £1.88 27.0+1.55
24 33.8+0.76 39.3+0.88 60.2 +1.59 49.6 £ 0.49
48 13.3+1.39 23.2+1.44 41.2 £4.80 32.1+2.42
72 16.5+0.44 21.8+0.32 32.6 +0.45 44,1 £2.58
96 15.4+1.88 16.9+1.12 25.8+2.66 14.4+1.76
120 17.4+1.29 13.5+2.29 19.1+2.60 14.2 £2.08
144 10.7 £1.25 15.8 +1.25 18.2+1.81 16.2+3.91

A2. Acumulacién de almidon por célula en C. vulgaris y C. sorokiniana inmovilizadas solas y co-
inmovilizadas con A. brasilense bajo condiciones heterotroficas, usando D-glucosa como fuente de

carbono.

ng almidén-cél *

D-Glucosa
C. vulgaris C. sorokiniana
Tiempo de Incubacién (h) Sola Co-inmovilizada Sola Co-inmovilizada

0 40.4+6.81 53.9+ 5.66 69.1 £ 9.69 54.3+2.16
24 125+47.0 229 £46.2 181.0+ 64.0 318 +53

48 43.1+17.3 77.8+£13.8 79.9+7.21 117.3+13.2
72 41.7 +3.38 58.9 +5.02 50.7 £8.73 97.7 £7.58
96 123 +£26.0 228+ 51.0 72.4 +5.67 97.9 + 8.96
120 96.6 £ 16.7 209.6 £ 15.0 68.5+12.6 126.9+16.7
144 121.4+33.3 353.7 £ 30.2 113.4 £ 8.89 164.9+12.8
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A3. Acumulacién de almidén por célula en C. vulgaris y C. sorokiniana inmovilizadas solas y co-
inmovilizadas con A. brasilense bajo condiciones heterotréficas, usando acetato de sodio como fuente de

carbono.

ng almidén-cél *

Acetato de sodio

C. vulgaris C. sokiniana
Tiempo de Incubacién (h) Sola Co-inmovilizada Sola Co-inmovilizada

0 20.2+3.4 18.0+1.8 6.1+1.0 5.0+0.5

24 75.0+15.0 138.0+ 26 15.6+1.8 25.8+3.6

48 41.3+6.3 59.9+9.9 7.8+0.6 8.5+0.8

72 27.9+5.19 45.6 £ 8.7 3.9+0.8 5.5+1.5

96 36.3+3.1 482 +5.5 52+0.9 7.1+0.7
120 39.8+8.5 63.1+7.0 6.7+0.7 7.9+1.0
144 67.1+9.4 85.6+16.0 12.3+1.3 12.6+1.9

Ad4. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris 'y C.
sorokiniana bajo condiciones autotréficas.

Cel ml (105)

—W— A brasilene
—il— A. brasilense - Cv
—{— A. bracilense - Csk

cB

48 72

96

Tiempo de Incubacién (h)

120

144
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AS. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris 'y C.
sorokiniana bajo condiciones heterotroficas, usando glucosa como fuente de carbono.

—%— A brasilense
7 —l— A brasilense - Cv ah
—{ A brasilense - Csk

5_
ah
5_
g+
= bA
E,
©
o
2_

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo de incubacion (h)

A6. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris y C.
sorokiniana bajo condiciones heterotroficas, usando acetato de sodio como fuente de carbono.
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A7. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris en
condiciones de ayuno (- N) o saciada (+ N) de nitrogeno, bajo condiciones heterotréficas usando glucosa
como fuente de carbono.
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AS8. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris en
condiciones de ayuno (- P) o saciada (+ P) de fosforo, bajo condiciones heterotroficas usando glucosa
como fuente de carbono.
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A9. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris en
condiciones de ayuno (- N) o saciada (+ N) de nitrégeno, bajo condiciones heterotroficas usando acetato
de sodio como fuente de carbono.
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A10. Crecimiento de Azospirillum brasilense inmovilizada sola o co-inmoviliada con C. vulgaris en
condiciones de ayuno (- P) o saciada (+ P) de fosforo, bajo condiciones heterotroficas usando acetato de
sodio como fuente de carbono.
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