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RESUMEN

Las diatomeas producen lipidos que por sus caracteristicas son viables para uso biotecnoldgico, sin embargo, el crecimiento y la
produccidn de éstos metabolitos es taxondmicamente especifico. En este estudio se aislo la diatomea Caloneis amphisbaena var.
subsalina de la laguna costera “San José el Hueyate”, Edo. de Chiapas, México, se evalud su crecimiento, produccion de biomasa,
contenido de lipidos totales y triglicéridos. Este microorganismo no tuvo un periodo de adaptacion y alcanzd la fase estacionaria en
seis dias, su tasa y velocidad de crecimiento, asi como tiempo de duplicacion fue de 0.94 d™'; 2,436,111 célulasmL ' d 'y 0.73 d,
respectivamente. La produccion de biomasa de 3,456 mg L'y 576 mg L' d”!, el contenido de lipidos totales de 501.33 mg L'
(83.56 mg L' d!y 13.52% de biomasa) y el de triglicéridos 273.82 mg L' (45.64 mg L™ d"!, 65.94% de los lipidos totales y
8.14% de biomasa). Los resultados de este estudio sugieren que C. amphisbaena var. subsalina tiene potencial para la produccion
de biomasa y lipidos con fines biotecnoldgicos, comparable con los de diatomeas modelo y con otros aislamientos obtenidos de
diversas latitudes.
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Growth analysis and lipid content of the diatom Caloneis amphisbaena var. subsalina
isolated from the coastal lagoon “San José el Hueyate”, Chiapas, Mexico

ABSTRACT

Diatoms produce lipids that, due to their characteristics, are viable and have potential for biotechnological use; however, the
growth and production of these metabolites are taxonomically specific. In this study, the diatom Caloneis amphisbaena var.
subsalina was isolated from the sample collected from the coastal lagoon “San José el Hueyate,” Chiapas State, Mexico. This
microorganism was the most abundant in the sample, did not have an adaptation phase, and reached the stationary phase in six
days. Its growth, biomass production, total lipid and triglyceride content were evaluated. Its rate and growth velocity, as well as
its doubling time, were 0.94 d !, 2,436,111 cells mL ! d"!, and 0.73 d, respectively. Biomass production was 3,456 mg L' and
576 mg L' d°, total lipid production was 501.33 mg L' (83.56 mg L' d"! and 13.52% of biomass) and triglyceride content
was 273.82 mg L' (45.64 mg L' d!, 65.94% of total lipids and 8.14% of biomass). The results of this study suggest that
C. amphisbaena var. subsalina has potential for biomass and lipid production for biotechnological purposes, comparable to those
of model diatoms and other isolates obtained from various latitudes.
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INTRODUCCION
as diatomeas son el grupo mas abundante del

! fitoplancton marino, responsables de producir

un aproximado del 20% del oxigeno del planeta
y el 40% de la productividad primaria de los
océanos (Duarte, Feijdo, Goessling, Cagador & Matos, 2021).
Estos microorganismos han sido reconocidos por producir:
i) lipidos, principalmente triglicéridos (TAGs); ii) acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (PUFAs); iii) metabolitos
secundarios con gran potencial biotecnoldgico por ejemplo,
carotenoides, vitaminas, polisacaridos y compuestos bioactivos
(Dhanker et al., 2024).

Debido a su contenido de TAGs, las diatomeas se pueden
utilizar como alimento vivo o para producir piensos en la
acuicultura. En especifico, los TAGs tienen diferentes usos:
culinario, materia prima para biocombustibles o aditivo en
suplementos alimenticios (Alisha-Aratboni, Rafiei, Garcia-
Granados, Alemzadeh & Morones-Ramirez, 2019). Este
grupo del fitoplancton contiene la mayor proporcion de
PUFAs, con funciones estructurales en el cerebro, los ojos y
de proteccion contra las enfermedades neurodegenerativas
(Dhanker et al., 2024).

Sin embargo, la industrializacion de los lipidos que provienen
de las microalgas no ha alcanzado la viabilidad econémica
deseable, porque en la mayoria de las especies su produccion
es inversamente proporcional al crecimiento, lo que requiere
incrementarla sin disminuir las tasas de crecimiento o bien
aumentar ambas simultaneamente (Shokravi et al., 2020).
Para solventar el problema, una estrategia es la busqueda
de nuevas cepas de especies de diatomeas con las siguientes
caracteristicas: altas tasas de crecimiento, corto tiempo de
duplicacion, una alta productividad de biomasa y de lipidos,
por haberse demostrado que son taxondémicamente especificas
(Morales, Aflalo & Bernard, 2021).

Los ecosistemas acuaticos estuarinos se distinguen por su
alta tasa de productividad primaria y secundaria, propicios
para la reproduccion, desarrollo de juveniles y refugio de
una gran cantidad de especies (Pérez-Jiménez, Rivas-Acuiia,
Leoén-Alvarez, Campos-Campos & Quiroz-Gonzalez, 2020),
lo que conlleva a la posibilidad de encontrar diatomeas con
las caracteristicas deseables de crecimiento y de produccion
de lipidos.

El Estado de Chiapas, México, tiene 260 km de litoral y mas de
200 km? de lagunas costeras y estuarios (Diaz-Ruiz, Aguirre-
Ledén & Cano-Quiroga, 2006; Montes-Cartas, Castillo-Agtiero
& Lopez-Portillo, 1999). En estos sistemas han sido reportados
199 taxa de fitoplancton de los cuales mas del 60% estuvo
representado por diatomeas con 61 géneros y 59 especies
(Varona-Cordero, Gutiérrez-Mendieta & Meave del Castillo,
2010). Sin embargo, existen escasos reportes de aislamiento,

cultivoy aprovechamiento biotecnologico de este germoplasma
(Teco-Bravo, Tovar-Juarez, Estrada-Santos, Negrete-Moreno &
Lopez-Arroyo, 2021a; Veldzquez-Sanchez et al., 2023). Por lo
que el objetivo de la presente investigacion fue aislar y analizar
el crecimiento y el contenido de lipidos de la diatomea Caloneis
amphisbaena var. subsalina del sistema estuarino “San José el
Hueyate”, de la costa del Edo. de Chiapas, México.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y aislamiento de microalgas

El muestreo se llevo a cabo en el sistema lagunar “San José el
Hueyate” (14° 56° 10”7y 14° 54° 25” N; 92° 38”357y 92° 35’
15 O), ubicado en el municipio de Mazatan en el sureste del
Estado de Chiapas, México (INE, 1999). El sitio de estudio
(Figura 1) es un cuerpo de agua amplio donde desembocan
el rio “Huixtla” y el rio “Huehuetan”, con sustrato fangoso.
Este cuerpo de agua se caracteriza por tener una vegetacion
de plantas hidroéfitas (principalmente Nymphaea ampla, Pistia
stratiotes, Salvinia minimay Eichhornia crassipes) que cubren
la mayor parte del espejo de agua en la temporada de lluvias
y en los bordes de la ribera crece el mangle rojo (Rizophora
mangle). Los microorganismos fueron recolectados en la
temporada de estiaje de la region (noviembre de 2020) a las
09:00 a.m., horario en el que la profundidad del agua fue de
50 cm, la salinidad de 0.89 + 0.28 PSU, pH de 7.10 £ 0.05,
temperatura de 28.65 £ 0.71 °C y oxigeno disuelto de 1.70 +
0.09 mg L.

Debidoalaescasaprofundidad de lacolumnade agua, lamuestra
de fitoplancton se obtuvo al filtrar un aproximado de 200 L de
agua superficial utilizando una red de plancton con luz de malla
de 63 um (SEA-GEAR, FL USA). El transporte se hizo en frio,
protegidas de la luz y se dejaron sedimentar en el laboratorio
durante un periodo de 24 h a una temperatura de 12 °C.

El aislamiento de la diatomea se realiz6 a partir de la muestra
sedimentada mediante el método de diluciones seriadas con agua
destilada estéril en proporcion de 1:10 (v:v) y un total de seis
diluciones sucesivas (107°). A fin de incrementar el niimero de
células aisladas, se inocularon alicuotas de la dilucion 10 en
I mL demedio de cultivo Guillard s F/2 (Sigma—Aldrich, G0154,
UK) a pH 8, suplementado con 15 mg L™! de Na,Si0;.9H,0
e incubadas en un agitador rotatorio a 140 rpm, 25 + 2 °C,
con fotoperiodo de 16h:8h (luz:oscuridad) e iluminacion de
20 pmol/m?/s (Velazquez-Sanchez et al., 2023). Para conservar
el aislado se sembrd en cajas Petri y al mismo medio de cultivo
seleadiciondagar (15 gL ™), bajolas condiciones mencionadas
previamente, con recambios del medio cada 15 dias.

Identificacion de la diatomea

Previo a la identificacion de la diatomea se hizo la limpieza
de la frastula con base en el protocolo de Lara-Villa, Moreno-
Ruiz & Amaro-Mauricio (1996). Posteriormente se observaron
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Figura 1. Ubicacion de la laguna costera “San José el Hueyate”, Chiapas, México. Ver el sitio de muestreo (SM).

en un microscopio invertido (VELAB™ PRIME, VE-41,
VelaQuin, México) con el objetivo a 40x para identificarla a
nivel de especie mediante las descripciones morfologicas de
Cleve (1894); Moreno, Licea & Santoyo (1996) y Vazquez,
Aké-Castillo & Ordufia-Medrano (2021); los detalles de la
clasificacion taxondmica se vieron con el apoyo de la base de
datos “AlgaeBase” (https://www.algaebase.org/).

Bioensayos

Enlosbioensayos seutilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL
alos que seles agregd 50 mL de medio de cultivo Guillard's F/2
apH 8 (Sigma—Aldrich, G0154, UK) preparado con agua de mar
filtrada estéril y suplementado con 15 mg L ™! de Na,Si0;.9H,0,
a estos se les 5x10° células mL ! de diatomeas en crecimiento
exponencial y se incubaron durante 10 dias bajo las condiciones
descritas previamente en la seccion de muestreo y aislamiento.
Todos los bioensayos se realizaron por triplicado y las unidades
experimentales se distribuyeron al azar.

Cinética de crecimiento

Para obtener la curva de crecimiento, se cuantifico el niimero
de células por matraz cada 24 h, durante 10 dias con un
hemocitometro de Neubauer en un microscopio optico a 40x
(Duarte et al., 2021). Se graficaron los valores del tiempo
(dias), como variable independiente, contra los valores de
la concentracion celular, como variable dependiente, para
identificar las fases de adaptacion exponencial y estacionaria

y la concentracion celular maxima de la diatomea en el medio
de cultivo (Madigan, Martinko & Parker, 2004). Se calculo la
tasa de crecimiento especifica (i), la velocidad de crecimiento
(V) y el tiempo de duplicacion (TD) con las ecuaciones 1,2y
3, respectivamente (Khan ef al., 2021).

(ZI’ZXZ — lnXl)

1y 1

u(d™) 1) (1)

V(células mL™ d™") = HoX )
L1

D(d) = ln}iﬁ 3)

Donde X; y X, son el nimero de células al inicio y al final de
la fase exponencial (células mL™"), respectivamente, ¢, y ¢,
son el tiempo de inicio y final de la fase exponencial (dias),
respectivamente.

Produccion de biomasa

La biomasa se obtuvo por centrifugacion a 3,000 rpm durante
5 minutos y deshidratacion en un horno eléctrico a 70 °C
hasta tener un peso constante. La concentracion (B) y la
productividad (P) de biomasa fue calculado con las ecuaciones
4y 5, respectivamente (Qin et al., 2016).
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B(mgL™) =~ 4)

B

PlmgL ) =22 5)

Donde Wes el peso seco de labiomasa (mg); Ves el volumen del
cultivo(L); B,y B; son labiomasafinal e inicial, respectivamente,
T es la duracion de la fase exponencial (d).

Contenido de lipidos totales

Se extrajeron los lipidos totales de la biomasa seca con 15 mL
de unamezclade cloroformo: metanol (2:1, v/v) por cada 38 mg
debiomasasecapulverizada. Lamezclase mantuvo enagitacion
a 150 rpm durante 3 h en un agitador rotatorio (CRM Gisbe,
CRM-0S1). Elsobrenadante fue recuperado por centrifugacion
a 1,500 rpm durante 3 minutos, se evaporaron los solventes a
temperatura ambiente y se obtuvo el peso constante a 60 °C en
un horno eléctrico. La biomasa residual pasé por un segundo
proceso de extraccion para una completa recuperacion de los
lipidos (Widjaja, Chien & Ju, 2009). El peso de los lipidos
totales y el porcentaje respecto a la biomasa se calcularon
por gravimetria. El contenido (L.) y la productividad (Z,) de
lipidos totales se calcularon con la ecuacion 6 y 7 (Nascimento
etal.,2013).

Limgr =17 ©)
L(mgL'd")=:PxL, %)

Donde LW es el peso de los lipidos totales (mg); V es el volumen
del cultivo (L); P es la productividad de biomasa (mgL'd ) y
L. es el contenido de lipidos totales (mg L™1).

Contenido de triglicéridos (TAGs)

Para la cuantificacion de TAGs en el extracto lipidico se utilizo
laespectrofocolorimetria (Teco-Bravo, Barahona-Pérez, Reyes-
Sosa, Ku-Gonzalez, Herrera-Valencia & Peraza-Echeverria,
2019)y el kit comercial Triglycerides Mono SL New (ELITech
Clinical Systems, Sées, Francia). Previamente, los lipidos totales
estuvieron resuspendidos en 2 mL de cloroformo y se prosiguid
conforme a las instrucciones del fabricante. Las absorbancias
se midieron con un espectrofotometro marca Hach (DR1900,
USA), la concentracion de triglicéridos (CT) con la ecuacion
8, provista por el fabricante y la productividad de TAGs (PT)
con la ecuacion 9. El porcentaje en peso de los triglicéridos,
respecto a la biomasa seca y a los lipidos totales, se obtuvo
por gravimetria.

CT(mgL™") = % X n 8)
E

PT(mgL™'d™") = CTT 9)
Donde 4,, es la absorbancia de la muestra, A s la absorbancia
del estandar, n es laconcentracion del estandar (200mg dL '), CT
es la concentracion de triglicéridos (mg L™!) y T'es la duracion
de la fase exponencial (d).

Analisis estadisticos

Con los datos de las variables evaluadas se calcularon los
siguientes parametros de estadistica descriptiva basica: lamedia
y la desviacion estandar, con el software Excel version 2016
(Microssoft Corporation, USA).

RESuULTADOS

Identificacion

Ladiatomeaaislada e identificada como Caloneis amphisbaena
var. subsalina (Figura2) pertenecealas categoriastaxonomicas:
Phylum: Bacillariophyta, Subphylum: Bacillariophytina,
Clase: Bacillariophyceae, Subclase: Bacillariophycidae,
Orden: Naviculales, Suborden: Naviculineae, Familia:
Naviculaceae, Género: Caloneis (Vazquezetal.,2021; https://
www.algaebase.org). Es una diatomea birafido simétrica con
valvas elipticas ligeramente capitadas, un rafe central recto
con los extremos centrales ligeramente curvos, nodulo central
y estrias muy finas dispuestas de forma transversal al eje
apical (Figura 2).

Cinética de crecimiento

En la curva de crecimiento de C. amphisbaena var. subsalina
(Figura 3) se ve un incremento de la concentracion celular
respecto al tiempo de cultivo sin presentar una etapa de
adaptacion, ya que la fase exponencial inicio desde las primeras

Figura 2. Caloneis amphisbaena var. subsalina (Donkin) Cleve
(1894), de la laguna costera “San José el Hueyate”, Chiapas,
México; vista al microscopio (40%).
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horas de cultivo, hasta llegar a la estacionaria a los seis dias
(Figura 3) conuna concentracion celularmaximade 14,666,666
+ 2,565,800 células mL ™.

La tasa de crecimiento especifica de 0.94 +0.02 d™!, velocidad
de crecimiento de 2,436,111 = 427,633 célulasmL ' d”' y un
tiempo de duplicacion de 0.73 + 0.02 d.

Produccion de biomasa
La producciéon y productividad de biomasa de 3,456 +
1,338 mg L'y 576 £ 223 mg L' d°!, respectivamente.

Contenido de lipidos totales

Elcontenido delipidos totales de C. amphisbaena var. subsalina
fue de 501.33 £ 348.05 mg L !, equivalente al13.52 + 4.18 %
de la biomasa y una productividad de lipidos de 83.56 +
58.01mgL'd".

Contenido de triglicéridos

Elcontenido de triglicéridos de 273.82+£90.40mg L, representd
el 65.94 +30.78 % de los lipidos totales y el 8.14 £2.10 % de
su biomasa. La productividad de triglicéridos fue de 45.64 +
15.07mgL'd".

Discusion

C. amphisbaena var. subsalina se desarrolla en ambientes
salobres y esta ampliamente distribuida en diferentes regiones
del planeta, ha sido reportada en ecosistemas costeros de
Europa (Miho & Witkowski, 2005), Asia (Kaleli & Akgaalan,
2021) y Norteamérica (Eberle, 2016). En México, se ha
encontrado en las lagunas costeras del Golfo de California
(Moreno et al., 1996) y del Golfo de México (Vazquez et al.,
2021). No obstante, éste es el primer reporte para los sistemas
lagunares de la costa de Chiapas. En Croacia, la identificaron
por primera vez Jasprica & Hafner (2005), en el delta del
rio Neretva.

25

20

15

10

Concentracion celular (x108 células/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (dias)

- J

Figura 3. Curva de crecimiento de la diatomea C. amphisbaena
var. subsalina. Valores promedio + desviaciéon estandar (n = 3).

Elmétodo de aislamiento utilizado en esta investigacion permitio
obtener a la microalga mas abundante de la muestra, lo que
permite sugerir que C. amphisbaena var. subsalina era una de
las especies con mas presencia en el sistema estuarino “San José
el Hueyate” durante la temporada de muestreo. Igual sucedid
con una especie del mismo género (Caloneis permagna durante
la temporada de estiaje en los sistemas lagunares estuarinos de
Chantuto-Panzacola y Carretas-Pereyra, ambos de la costa de
Chiapas (Varona-Cordero ef al., 2010) mientras que el género
Caloneis fue reportado entre los mas representados en los
sistemas costeros del Golfo de México por Vazquezetal. (2021).

Aunque C. amphisbaena var. subsalina es una especie
ticoplanctonica, la presencia de esta en la columna de agua es
favorecida durante la temporada de estiaje, cuando se reduce
la descarga de los rios, ya que la intrusion de la marea es mas
fuerte que en la temporada de lluvias lo que contribuye a la
resuspension del sedimento donde se encuentran, ademas
el viento y la baja profundidad de los sistemas estuarinos
incrementan el efecto (Lucas, Widdows, Brinsley, Salkeld &
Herman, 2000; Shanks & McCulloch, 2003). Por otra parte,
Heckman (1985) identificé a C. amphisbaena var. subsalina
como una de las dos microalgas mas abundantes en el
sedimento de las marismas, observo que migra verticalmente
hacia el fondo en los estuarios durante la marea baja evitando
ser arrastrada hacia el mar y que migra hacia la superficie
durante la marea alta para ser resuspendida por el agua. La
escasa profundidad de 0.5 m y la ausencia de lluvias durante
la temporada de muestreo (estiaje) pudo haber favorecido la
abundancia de esta diatomea en el sistema estuarino de “San
José el Hueyate”. El dominio de las diatomeas ticoplanctonicas
se vio antes en los sistemas lagunares estuarinos mas grandes
delacostade Chiapas, Chantuto-Panzacolay Carretas-Pereyra
(Varona-Cordero et al., 2010; Varona-Cordero & Gutiérrez-
Mendieta, 20006).

Aunado a lo anterior, en un estudio de variacion temporal,
Jasprica & Hafner (2005) identificaron a C. amphisbaena var.
subsalina s6lo durante el verano en los ecosistemas acudticos con
caracteristicas similares a los de la laguna San José el Hueyate,
respecto a la escasa profundidad de 0.5 m, baja salinidad (0.89
PSU) y pH neutro (7.1).

Ladiversidad y abundancia de las diatomeas en los ecosistemas
estuarinos depende de la tasa de crecimiento y de los factores
ambientales como la concentracion de nutrientes, latemperatura,
laintensidad luminica, la depredacion, la estabilidad del sustrato
y las descargas (Celekli, Toudjani, Giimiis, Kayhan, Lekesiz &
Cetin, 2019; Varona-Cordero & Gutiérrez-Mendieta, 2006). En
la laguna costera “San José el Hueyate” desembocan los rios
“Huixtla” y “Huehuetan”cuyas cuencas atraviesan terrenos de
agricultura intensiva lo que podria ser una fuente de nutrientes
esenciales parael crecimiento de las diatomeas, es bien conocido
que los estuarios son ecosistemas en los que se descargan
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escorrentias continentales, generalmente con alto contenido
de nutrientes y de materia organica, provenientes de ambientes
naturales y antropizados, en los que su alta productividad
primaria es una de las caracteristicas mas distintivas (Cafavate,
Van Bergeijk, Gonzalez-Ortegdn & Vilas, 2021; Lemley, Adams
& Bate, 2016). Esta posible disponibilidad de nutrientes, asi
como su alta tasa de crecimiento especifica pudieron haber
favorecido la abundancia de C. amphisbaena var. subsalina
en la laguna “San José el Hueyate”.

La concentracion celular, la tasa de crecimiento especifica,
la produccion de biomasa, el contenido de lipidos totales y
de los TAGs de la diatomea en estudio son competitivos al
comparar con otras aisladas de las costas de diversas regiones
del planeta y las que son modelo ampliamente estudiadas con
fines biotecnologicos como Phaeodactylum tricornutum 'y el
género Nitszchia, reconocido globalmente por sus caracteristicas
de crecimiento, produccion de biomasa y contenido de lipidos
y de TAGs (Oliver et al., 2021).

Por ejemplo, C. amphisbaena var. subsalina tuvo una tasa de
crecimiento especifica similar a la de la diatomea cosmopolita
Thalassiosira weissfloggi (0.9 d"), (GroB, Boersma &
Meunier, 2021) y a la de la diatomea modelo P. tricornutum
(1.3 d™"), (Gillard, Hernandez, Contreras, Francis & Cabrales,
2021), pero alcanzo6 su maximo crecimiento en menor tiempo
y tuvo tanto mayor concentraciéon celular como tasa de
crecimiento especifica que: Amphora sp. (440,000 cel mL™!
y0.60 d!); Skeletonema sp. (3,830,000 cel mL 'y 0.55d™);
Nitzschia alexandrina (8 d; 38,533,333 cel mL 'y 0.69 d'1);
Entomoneis paludosa (11 d, 3,976,666 cel mL ™' y 0.46 d'!);
Nitzschiasp.13d; 1,088,888 celmL 'y 0.39d™"); Staurosira sp.
(13 d; 7,433,333 cel mL! y 0.44 d'); Nitzschia sp.
(1,800,000 cel mL' y 0.15 d'Y) y Nanofrustulum shiloi
(6,500,000 cel mL 'y 0.099 d '), aisladas en el oriene de la
India; occidente de Australia; sureste de Indonesia; Paises del
Loria, Francia y el mar adridtico, respectivamente (Cointet,
Séverin, Couzinet-Mossion, Méléder, Gongalves & Wielgosz-
Collin, 2021; Grubisi¢ et al., 2022; Indrayani, Moheimani,
de Boer, Bahri & Borowitzka, 2020a; Indrayani, Haslianti,
Asmariani, Muskita & Balubi, 2020b).

Los criterios para seleccionar a las diatomeas candidatas
para la produccion de lipidos y otros metabolitos de interés
biotecnologico son: cortos tiempos de duplicacion y altas tasas
de crecimiento para alcanzar la fase estacionaria y producir
biomasa en poco tiempo, ya que en esa etapa se detiene el
crecimiento e incrementa la biosintesis de las moléculas de
reserva de energia, principalmente lipidos y polisacaridos
(Sacristan—de Alva, Luna-Pabello, Orta-Ledesma & Cruz-
Goémez, 2018; Salama et al., 2017).

Respecto a la produccion de la biomasa de C. amphisbaena
var. subsalina, resultd similar a Skelotonema costatum

(3.51 g L"), (Bastos, Maia, Pereira, Navalho & Varela,
2022) y mayor a Amphora sp. (0.30 g L'y 0.17 g L' d!);
Skeletonema sp. (0.62 g L'y 0.29 ¢ L' d"); T. wissflogii
(1.7gL'y290 mg L' d™"); Amphora copulata (550 mg L'y
43.3mgL 'd™"); Chaetoceros calcitrans (2.03 g L™"); N. shiloi
(0.10 g L'y 12.8 mg L' d™') y Nitzschia sp. (028 g L'y
19.74 mg L'd™"), (Bastos et al., 2022; Govindan et al., 2021;
Grubisi¢ et al., 2022; Indrayani et al., 2020a; Indrayani et al.,
2020b; Marella & Tiwari, 2020).

La biomasa de las diatomeas, ademas de lipidos, contiene
otros metabolitos de alto valor agregado con potencial uso
biotecnoldgico como los carotenoides, con amplia demanda en
la industria de los alimentos para consumo humano y animal;
los polisacaridos; polifenoles, esteroles y péptidos/proteinas
con actividad antioxidante, antiinflamatoria, neuroprotectiva,
antiproliferativa, inmunoestimulante, antiviral, antihemolitica
y fotoprotectiva (Nieri, Carpi, Esposito, Costantini & Zupo,
2023). Por lo tanto, es necesario el estudio de la composicion
de la biomasa, de C. amphisbaena var. subsalina, porque
su alta productividad justifica la hipotesis de que seria una
fuente potencial para la produccion de otros metabolitos de
interés biotecnoldgico, ademas de los lipidos, y con ello su
industrializacion enfocada a la biorefineria.

Elcontenido delipidos totales de C. amphisbaenavar. subsalina
(porcentaje respecto a la biomasa) es similar a Opephora sp.
(14.32%) y N. alexandrina (15.75%), (Cointet et al., 2021)
y mayor a Nitzschia sp. (7.76%), Amphora sp. (11.35%) y
E. paludosa (12.34%), (Grubisi¢, Santek, Kuzmié, Coz-Rakovac
& Ivan¢i¢ Santek, 2024). Aunque se conocen diatomeas con
mayor porecentaje de lipidos totales (respecto a la biomasa),
en la especie de este trabajo la productividad de estos fue
mayor comparado, por ejemplo, con 7. wissflogii (19.5% y
56.5 mg L' d'Y); Amphora sp. (57.69% y 0.081 g L' d'!);
Skeletonema sp. (25%, 0.15 g L' y 0.066 g L' d!);
Staurosira sp. (40.92%); Amphora copulata (39.5% y
17.1 mg L' d™Y) y N. shiloi (33.65%), (Cointet et al., 2021;
Govindan ef al., 2021; Grubisi¢ et al., 2024; Indrayani et al.,
2020a y 2020b; Marella & Tiwari, 2020).

Por otra parte, el contenido de los TAGs de C. amphisbaena
var. subsalina (respecto a los lipidos totales) es también similar
a Nitzschia sp. (59.11%), (Cointet ef al., 2021), mayor al de
N. shiloi (0.71%), (Grubisi¢ etal.,2022), Amphorasp. (22.55%),
(Grubisi¢ et al., 2024); Opephora sp. (28.98%), N. alexandrina
(39.18%) y E. paludosa (46.70%), pero menor al de Staurosira
sp. (76.40%), (Cointet et al., 2021).

Aunque el contenido de TAGs en C. amphisbaena var.
subsalina (respecto a los lipidos totales) es alto (65%), el bajo
contenido de TAGs respecto a la biomasa (8.14%) sugiere que
la produccién de estas moléculas podria ser incrementada.
Esta demostrado que en condiciones 6ptimas de crecimiento
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se produce una biomasa algal con bajo contenido de TAGs, por
lo contrario, en condiciones adversas de crecimiento o estrés,
la proliferacion celular se limita y se sintetizan TAGs como
una forma de almacenamiento de carbono y energia, ya que
la produccion de biomasa y la biosintesis de TAGs compiten
por los asimilados fotosintéticos (Sarayloo et al., 2017). Esto
sucede cuando al disminuir la proliferacion celular se produce
un exceso de NADPH vy la biosintesis de TAGs actia como
sumidero de electrones para la reoxidacion del NADPH y
asi evitar la sobrereduccion de la cadena transportadora de
electrones fotosintética, de los lipidos de membrana y de las
proteinas, ya que los TAGs son moléculas altamente reducidas
(Hu et al., 2008).

Los lipidos son los principales compuestos de almacenamiento
de carbono en las diatomeas (Yi, Xu, Di, Brynjolfsson & Fu,
2017). Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, los
glicolipidos, los fosfolipidos, los TAGs, los esteroles metilados,
los terpenos, los aldehidos poliinsaturados, los alcoholes
grasos y los isoprenoides (hidrocarburos) son los principales
lipidos con potenciales aplicaciones biotecnologicas, los TAGs
representan la fraccion mas abundante, como la produccion de
biocombustibles, compuestos bioactivos, nutracéuticos, piensos,
farmacos y cosméticos, principalmente (Sharma et al., 2021;
Tanaka, Yoneda & Maeda, 2022; Teco-Bravo, Barahona-Pérez,
Peraza-Echeverria, Baas-Espinola, Reyes-Sosa & Herrera-
Valencia, 2021b).

Aunqueel contenidoy el perfil de lipidos de los microorganismos
citados y, en general, de las microalgas son taxa justificados
a nivel de Phylum y Clase (Lang, Hodac, Friedl & Feussner,
2011), esta demostrado que las condiciones de cultivo pueden
alterar el contenido y la composicién de lipidos. Entre las
estrategias probadas para incrementar el contenido intracelular
de TAGs estan: i) el cultivo en condiciones de estrés abidtico
utilizando salinidad, iluminacion, oscuridad, acidez, alcalinidad
y temperatura, principalmente (Suparmaniam et al., 2023); ii) el
cultivo con limitacion de nutrientes, principalmente nitrégeno,
fosforoy silice, es otra opcion con resultados positivos (Tanaka
et al., 2022); iii) la ingenieria genética es otra herramienta
ampliamente utilizada no solo para incrementar la produccion
y alterar el perfil de lipidos sino también para la identificacion
de genes relacionados con el metabolismo de estos compuestos
con el fin de desarrollar herramientas de biologia sintética para
una ingenieria de genomas a gran escala utilizando técnicas
como la mutagénesis (fisica, quimica e integraciones del DNA
exdgeno) y mediante la atenuacidn, el silenciamiento y/o la
sobreexpresion de genes (Li, Deng, Walker, Karas & Mock,
2025). Por lo tanto, la produccion de TAGs de la diatomea
de este trabajo podria ser incrementada in vitro mediante
estrategias probadas mencionadas en lineas anteriores (Zhu,
Sun, Fa, Liu & Lindblad, 2022). Previamente, nuestro grupo
de investigacion reporto la efectividad de la mutagénis fisica
para incrementar el contenido de TAGs y PUFAs (Teco-

Bravo et al., 2019), asi como para alterar el perfil de lipidos,
en particular la abundancia de hidrocarburos, terpenoides y
alcoholes grasos en la microalga Chlorella saccharophila
(Teco-Bravo et al., 2021b).

Hasta ahora, no hay publicaciones sobre el aislamiento, el
cultivo, el analisis del crecimiento, el contenido y el perfil
de lipidos de C. amphisbaena var. subsalina aislada de otros
ecosistemas y/o latitudes que permita comparar la curva y los
parametros de crecimiento, asi como el contenido de lipidos
totales y de TAGs reportados en esta investigacion. Este es el
primer trabajo que aborda el estudio de los metabolitos en esta
diatomea cosmopolita, sin embargo, para conocer completo su
potencial biotecnoldgico es necesario, primero la particion de
los lipidos totales, asi como la composicion de cada fraccion
mediante lacromatografiade gases acopladaalaespectrometria
de masas. No obstante, el aislamiento, la purificacion y la
cinética de crecimiento reportados en esta investigacion, asi
como la conservacion de este microorganismo es la linea base
que permitira profundizar en el estudio y aprovechamiento de
este germoplasma con fines biotecnoldgicos.

Los resultados, de la presente investigacion, demuestran que
la bioprospeccion de las diatomeas, de las lagunas costeras es
una estrategia util mediante el aislamiento de cepas nativas,
adaptadasalas condiciones ambientales locales, que tengan altas
tasasy velocidades de crecimiento, corto tiempo de duplicacion
asi como alta productividad de biomasa y de lipidos que puede
contribuir en el logro de una produccién econdémicamente
viable a escala industrial, ya que aun con un estimado de la
existenciade aproximadamente 200,000 especies, este grupo del
fitoplancton ha sido poco estudiado y, por lo tanto, permanece
como un recurso natural subaprovechado para la produccion de
lipidos y otros metabolitos de alto valor agregado (Bhattacharjya,
Kiran Marella, Tiwari, Saxena, Kumar Singh & Mishra, 2020;
Cointet, Wielgosz-Collin, Méléder & Gongalves, 2019; Sharma
etal.,2021).

CONCLUSIONES

Enlarecolecciondefitoplancton, C. amphisbaenavar. subsalina
fue la especie mas abundante y con gran potencial para la
produccion de lipidos y biomasa con fines biotecnologicos
por presentar una alta tasa de crecimiento, corto tiempo de
duplicacion y alta productividad de biomasa y de lipidos en
comparacion con diatomeas modelo ampliamente estudiadas y
aisladas de otras latitudes. Sin embargo, es necesario profundizar
en el estudio de la composicion de la biomasa y de los lipidos
de esta especie para conocer el perfil de metabolitos y de acidos
grasos e implementar estrategias que incrementen el contenido
de triglicéridos.
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