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“Dulce es el fruto de la adversidad que, como el sapo feo y venenoso,
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Resumen

La eutrofizacion por nitrégeno es un problema de contaminacién ambiental que genera
impactos negativos en multiples escalas temporales y espaciales. La descarga incontrolada
de aguas residuales contribuye a que esta situacion se agrave. Uno de los procesos que se ve
afectado es el ciclo del nitrogeno. No obstante, nuestro pais Unicamente trata el 40% de las
aguas residuales generadas, aunado a ello carece de sistemas de tratamiento terciario. En esta
investigacion, se estudié el metabolismo y crecimiento de la cianobacteria Arthrospira
maxima para evaluar su viabilidad en la aplicacion de tratamientos terciarios de aguas
residuales con alto contenido de amonio. Los resultados obtenidos muestran que
concentraciones de 400 y 500 mg. L de NHiCl en el medio de cultivo afectan
significativamente el crecimiento celular. En contraste, a las mismas concentraciones se
observd una estimulacién de la actividad fotosintética y respiratoria, asi como de la eficiencia
en el transporte electronico. Tales hallazgos sugieren un desacoplamiento metabolico en
respuesta al estrés inducido por el sistema NH4*/NHa. La correlacién entre la disminucién
del crecimiento y la estimulacion en la actividad metabdlica puede explicarse por la
interconversion del sistema NH4/NHs en diferentes sitios dentro y fuera de la célula. Este
proceso consume el ApH que se formo tanto por el transporte electronico fotosintético como
por el respiratorio, lo que redujo la formacion de ATP. Para compensar esta disminucion, la
actividad de los transportes electrénicos fotosintético y respiratorio se estimuld. Ambos
procesos tuvieron como objetivo restablecer la fuerza protén-motriz (pmf) necesario para la
sintesis de ATP. A pesar de los efectos negativos antes mencionados, podemos concluir que
la cepa Arthrospira maxima aislada en el municipio de Texcoco, Estado de México, posee
tolerancia a la presencia de NH4"/NHs, lo que la posiciona como una candidata factible para
aplicaciones y protocolos biotecnoldgicos en el tratamiento de aguas residuales con alto
contenido de amonio.




1. Introduccion

El agua es una sustancia esencial para la vida en nuestro planeta. Su disponibilidad garantiza
el equilibrio y funcionamiento 6ptimo de los ecosistemas, ademas de permitir la ejecucion
de actividades esenciales para la humanidad como el autoconsumo, el riego agricola, la
produccién industrial y la generacion de energia (Chaitee et al., 2021; Sostmeyer et al.,
2021).

A pesar de su relevancia, la sobreexplotacién y distribucion inequitativa de los recursos
hidricos en las ultimas décadas a nivel mundial han propiciado la contaminacion de cuerpos
de agua y la formacidn de areas con severa escasez hidrica (Mogollon, 2020; Pratap et al.,
2023). En este contexto, México no es la excepcion. La gestion ineficiente de los recursos
naturales, el desarrollo industrial, el crecimiento poblacional, la expansion de la
urbanizacion, el incremento de la superficie agricola y el cambio de uso de suelo son los
principales factores que contribuyen a la contaminacion fisica, quimica y bioldgica del agua
(Mora et al., 2021).

En 2018, se establecio que el 71% de los cuerpos de agua disponibles en el pais presentan
algun grado de contaminacion (Mogollon, 2020). Esta problematica se agrava por el aumento
en la descarga de aguas residuales, que es impulsada por el crecimiento exponencial de los
sectores industrial, agricola y residencial y por la falta de infraestructura adecuada para su
tratamiento (Libutti et al., 2018).

Las aguas residuales se definen como cualquier tipo de agua cuya composicion quimica y/o
fisica ha sido alterada debido a la previa exposicion a contaminantes (Lopez-Pacheco et al.,
2019). Estan constituidas por una amplia variedad de elementos que incluyen agua dulce,
sedimentos, patdgenos, metales pesados, contaminantes organicos, inorganicos y emergentes
y nutrientes, entre los que destacan el nitrégeno (N), el fosforo (P) y el potasio (K)
(Zinicovscaia, 2016: Hader et al., 2020; Aguilar- Aguilar, et al., 2023).

De los componentes presentes en las aguas residuales, el nitrogeno destaca por su capacidad
para perturbar los ecosistemas acuaticos cuando se encuentra en concentraciones elevadas.
Su exceso contribuye a la contaminacion de arroyos, rios, lagos, aguas subterraneas y
océanos (Kanter y Searchinger 2018).

El efecto perjudicial del nitrégeno en el medio ambiente guarda una relacion intrinseca con
las alteraciones en el ciclo del nitrégeno, un proceso biogeoquimico que describe el
movimiento del nitrégeno a través de diferentes reservorios y su interconversion en multiples
formas quimicas a escala planetaria durante su tiempo de circulacion a través de sistemas
vivos y no vivos (Holland y Wetiz, 2003; Prasad et al., 2017; Aczel, 2019). Desde la
Revolucion Industrial, las actividades humanas han modificado este ciclo para cubrir la
demanda de alimentos y energia (Kanter y Searchinger 2018).

Tales modificaciones tienen un impacto directo sobre los cuerpos de agua. Por ejemplo, el
aumento en la concentracion de nitrogeno proveniente de la generacion y descarga
incontrolada de aguas residuales propicia la eutrofizacion (Pratap et al., 2023). Dicho proceso




desencadena una serie de alteraciones en el equilibrio de los sistemas acuaticos, como la
formacion de zonas hipoxicas, el crecimiento excesivo de algas, la pérdida de la
biodiversidad y la generacion de sustancias nocivas para la salud humana (Xia et al., 2018;
Groffman et al., 2021; Rout et al., 2021).

Actualmente, contrarrestar la eutrofizacion es uno de los desafios ambientales de calidad del
agua mas relevante del siglo XXI a nivel mundial, pues representa una amenaza multifacética
y creciente tanto para el medio ambiente como para la humanidad (Smith y Schindler, 2009).

Previo a la descarga de las aguas residuales en cuerpos de agua, es necesario someterlas a un
tratamiento apropiado que reduzca la mayor cantidad de contaminantes (Hasan et al.,
2023). Los sistemas convencionales de tratamiento consisten en dos etapas: la primaria, que
elimina solidos en suspension y materiales flotantes, y la secundaria, que descompone la
materia organica biodegradable y reduce la carga de patdgenos a través de procesos
biolégicos (Ramalho, 1977; Templeton y Butler, 2011). En regiones donde la normatividad
exige una mayor calidad de los efluentes, se aplica el tratamiento terciario, cuyo objetivo es
eliminar nutrientes, compuestos organicos, metales y patdgenos que los métodos bioldgicos
convencionales no logran remover (Rahimi et al., 2020).

Sin embargo, nuestro pais carece de sistemas de tratamiento terciario (CONAGUA, 2022).
Ademas, aproximadamente solo el 40% de aguas residuales reciben tratamiento (Mogollén,
2020), lo que implica que mé&s de la mitad del volumen producido se vierte directamente a
rios, arroyos y mares, exacerbando los problemas de contaminacion y escasez hidrica.

Con el fin de subsanar esta deficiencia, es necesario implementar opciones biotecnolégicas
asequibles que no solo mitiguen los efectos adversos de la contaminacidn por nitrégeno, sino
gue también conviertan las aguas residuales en un recurso valioso. La ecotecnologia basada
en microalgas y cianobacterias aplicada en el tratamiento terciario de aguas residuales ofrece
una propuesta innovadora, eficaz y sustentable para reducir la concentracion de nutrientes
(L6pez-Pacheco et al., 2019).

Asimismo, algunos de estos organismos son versatiles pues su funcionalidad no se limita a
la eliminacién de nutrientes, también remueven metales pesados y patdgenos, entre otros
contaminantes (Udaiyappan et al., 2017). Este enfoque integral ofrece un resultado dual al
mejorar la calidad del agua y generar productos de valor agregado a partir de la biomasa
producida, como biocombustibles, fertilizantes, productos farmacéuticos y suplementos
alimenticios (Ashour et al., 2021) todos susceptibles de ser aprovechados por el ser humano.

La implementacion de tecnologias innovadoras en el tratamiento de aguas residuales que
reduzcan la carga de nitrogeno en los efluentes favorece la regulacion del ciclo del nitrégeno,
previene de eutrofizacién, promueve la economia circular, mejora la calidad del agua, y
fortalece la salud publica.




2. Marco tedrico

2.1 Generalidades de las aguas residuales

2.1.1 Definicion y clasificacion

Las aguas residuales se refieren a cualquier tipo de agua que ha tenido cambios en su
composicion quimica y/o fisica debido a la previa exposicion a contaminantes (Lopez-
Pacheco et al., 2019). Las Normas Oficiales Mexicanas NOM-001-SEMARNAT-1996,
NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-003-SEMARNAT-1996 las definen como aguas de
composicion variada provenientes de descargas municipales, industriales, comerciales, de
servicios, agricolas, pecuarios, domésticos, asi como de fraccionamientos habitacionales y
otros usos, que pueden encontrarse de forma individual o combinada segln las fuentes
involucradas.

Su calidad puede caracterizarse en términos de demanda de oxigeno (OD), demanda quimica
de oxigeno (COD), carbono organico total (TOC), nitrégeno total (TN) y fosforo total (TP)
(Zhang et al., 2015). Segun su lugar de origen y composicion gquimica, generalmente se
clasifican de la siguiente manera (Pratrap et al., 2023):

2.1.2 Aguas residuales domésticas/ municipales

Las aguas residuales domésticas o municipales son los efluentes generados por complejos
residenciales y oficinas, resultantes del consumo de agua de los habitantes para llevar a cabo
actividades cotidianas como cocinar, bafiarse, lavarse las manos, utilizar el inodoro y lavar
la ropa (Manasa y Mehta, 2020; Toméas y Thomas et al., 2022).

Su contenido consiste en una combinacion de material s6lido orgéanico e inorganico, que se
encuentra en forma suspendida y disuelta a bajas concentraciones. Esta mezcla incluye heces,
orina, desechos de alimentos, basura so6lida, plantas, tejidos animales, grasas y aceites (Gerba
y Pepper, 2019; Hasan et al., 2023). Las sustancias organicas presentes incluyen proteinas,
carbohidratos, lipidos, jabones y algunos detergentes sintéticos, mientras que el contenido
inorganico comprende principalmente amoniaco (NHs), sales de cloruro, fosfatos (PO4), Ky
metales pesados (Bwapwa et al., 2020).

Ademas de estos componentes, también contienen patdgenos microbianos como virus,
bacterias, hongos, parasitos y helmintos (Jaramillo y Restrepo, 2017). Asimismo, son una
fuente importante de nutrientes en los ciclos biogeoquimicos globales, incluidos C, Ny Py,
representan el tipo de aguas residuales mas abundante (Hasan et al., 2023).




2.1.3 Aguas residuales industriales

Las aguas residuales industriales consisten en subproductos de diferentes industrias, tales
como agricolas, petroleras, quimicas, mineras, procesadoras de alimentos y bebidas, textiles,
automovilisticas, entre otras (Wang et al., 2016). Su composicion varia segun la industria de
la que provengan. Generalmente, los residuos industriales contienen materia organica y
nutrientes inorgéanicos en altas concentraciones, asi como colorantes y metales pesados
(Hasan et al., 2023).

Las aguas residuales agricolas, se generan como resultado del uso de agua dulce en
actividades de riego. Entre sus constituyentes se encuentran grandes cantidades de
compuestos quimicos como plaguicidas, fertilizantes y reguladores del crecimiento vegetal
(Goswami et al., 2021). Paralelamente, las agroindustrias producen grandes volimenes de
efluentes durante el procesamiento de materias primas agricolas y ganaderas, que
generalmente son canalizadas hacia los ecosistemas sin un tratamiento integral (Chinnasamy
et al., 2010). Sus caracteristicas fisicoquimicas varian dependiendo de las propiedades de las
materias primas utilizadas (Velho et al., 2012), pero de manera general, contienen altas
concentraciones de materia organica y nutrientes como N y P (Hasan et al., 2023).

2.1.4 Escorrentia de aguas pluviales

Este fendmeno se refiere al flujo que se origina cuando el agua proveniente de precipitaciones
ya sea en forma de lluvia, granizadas o nevadas, cae sobre superficies impermeables que
impiden o reducen significativamente su infiltracion.

Al no ser absorbida por el terreno, el agua se acumula y comienza a desplazarse sobre la
superficie, arrastrando consigo una variedad de contaminantes que se encuentran en las
calles, zonas de construccion y suelos erosionados, como excrementos animales, plaguicidas,
fertilizantes, detergentes, aceites y grasas. El agua contaminada se dirige hacia los sistemas
de drenaje a través de las alcantarillas y, teniendo en cuenta que estos sistemas carecen de un
tratamiento previo, se libera directamente en los cuerpos de agua mas cercanos (Jaume,
2016).

2.2 Contaminantes presentes en las aguas residuales

Los contaminantes que se encuentran en las aguas residuales pueden organizarse en
multiples categorias. Segun su naturaleza, se clasifican de la siguiente forma:




2.2.1 Contaminantes organicos

Los contaminantes orgéanicos presentes en las aguas residuales se pueden dividir en dos
grupos principales: los biodegradables, que tienen estructuras simples y son hidrofilicos, y
los persistentes, que presentan baja solubilidad en agua, alta capacidad de acumulacién y
propiedades potencialmente cancerigenas, teratogénicas y neurotoxicas (Zinicovscaia, 2016).

Dichos contaminantes provienen de aguas residuales municipales, agricolas e industriales, y
abarcan una variedad de compuestos, ya sean colorantes, plaguicidas, fertilizantes,
hidrocarburos, detergentes, grasas, aceites, proteinas, ligninia y productos farmacéuticos
(Manasa y Mehta, 2020; Saxena et al., 2020). También incluyen compuestos organicos
volatiles, hidrocarburos poliaromaticos, alcoholes, aldehidos, cetonas, amidas aromaticas,
acido humico (Mohammadi et al., 2022).

2.2.2 Contaminantes inorganicos

Los contaminantes inorganicos que forman parte de las aguas residuales incluyen sustancias
quimicas que no contienen carbono en su estructura molecular. Ejemplo de ello son metales,
radionuclidos, nutrientes y sales.

La contaminacion por metales pesados representa un problema, pues al ser compuestos que
no se degradan mediante ningun proceso, sea natural o artificial, se acumulan en las redes
troficas. Las principales fuentes de metales en las aguas residuales son las préacticas
industriales, especificamente, los sectores del carbén y del acero, seguidos por la
galvanoplastia, metalurgia, quimica, produccion de fertilizantes, fabricacion de baterias y de
armas nucleares.

En cuanto a las fuentes de contaminacion radiactiva del agua, se encuentran reactores y
desechos nucleares, aplicaciones médicas de diagndstico, y la produccion y ensayo de armas
nucleares. Durante una explosion atémica, se liberan al medio ambiente isétopos radiactivos,
con vidas medias cortas y medias largas, que llegan a ser perjudiciales para el ambiente y la
salud humana.

El nitrogeno y el fosforo son los nutrientes mas comunes en las aguas residuales. Pueden
presentarse en diversos compuestos quimicos, como nitratos, sulfatos, fosfatos, fluoruros,
cloruros y oxalatos (Manasa y Mehta, 2020).

2.2.3 Contaminantes biologicos

Se consideran contaminantes biol6gicos a aquellos organismos vivos 0 sus productos,
capaces de causar enfermedades en humanos, animales y plantas. La mayoria son diferentes
tipos de microorganismos, como bacterias, algas, hongos, plancton, amebas, virus y
parasitos. Los sistemas fisicoquimicos en los que pueden encontrarse son coloidal,
suspendida o solvatada (Manasa y Mehta, 2020).




2.3 Tratamiento de aguas residuales

El objetivo principal del tratamiento de aguas residuales es eliminar y degradar
eficientemente la materia organica, los contaminantes o cualquier sustancia dafiina bajo
condiciones controladas. El tratamiento convencional consta de tres etapas principales:
tratamiento primario, secundario y terciario (Zinicovscaia, 2016; Gerba y Pepper, 2019). Sin
embargo, el grado de tratamiento requerido para un agua residual depende de los limites de
vertido permitidos establecidos en la normatividad y/o marco legal vigente de cada pais
(Manasa y Mehta, 2020).

La separacion fisica de solidos orgénicos e inorganicos, particulas y objetos flotantes de gran
tamafio como madera, papel, plasticos, neumaticos, pafiales, arena, materia coloidal, grasas,
entre otros, constituye el objetivo principal de la etapa primaria, en la que se depuran
minuciosamente las aguas residuales de estas impurezas visibles (Tabla- Vazquez et al.,
2020; Hasan et al., 2023). El proceso, generalmente, se lleva a cabo en tanques de
sedimentacion o clarificadores, donde el agua se deja reposar durante cierto periodo de
tiempo para permitir que los sélidos méas pesados se depositen al fondo del tanque, formando
lodos primarios, mientras que los materiales flotantes como aceites y grasas se acumulen en
la superficie y se eliminen. Las fases secuenciales que intervienen en esta etapa son: proceso
primario, primario avanzado, tanque Imhoff y tanque séptico (Tabla-Vazquez et al., 2020).

El efluente procedente del tratamiento primario se suele someter a una segunda etapa, la cual
consiste en un tratamiento bioldgico que degrada los remanentes de residuos solidos
organicos y pequefias cantidades de nutrientes disueltos a través de microorganismos. Esta
etapa integra una serie de procesos complejos que se complementan entre si. Por una parte,
los microorganismos descomponen las sustancias organicas biodegradables que se
encuentran en solucién o en suspension y, por otra, se extraen las particulas sélidas de la
mezcla (Marguti et al., 2018; Hasan et al., 2023).

El procedimiento completo se puede realizar en diferentes sistemas, como un lecho de filtro
percolador, un tanque de aireacion o una laguna de aguas residuales. Independientemente del
método utilizado, las condiciones para el metabolismo celular pueden ser aerdbicas,
anaerobicas o0 anoxicas (Tabla-Vazquez et al., 2020). Por lo general, el tratamiento finaliza
con un paso de desinfeccion (Gerba y Pepper, 2019).

Sin embargo, aln después de pasar por las primeras dos etapas, es posible que quede cierta
cantidad de material suspendido y disuelto junto con una proporcién importante de nutrientes
(Rout et al., 2021).

Por esta razon, la ultima etapa, que se conoce como tratamiento terciario, tiene la finalidad
de ofrecer una calidad de efluente superior a la que se alcanza con los sistemas de tratamiento
secundario (Barbosa et al., 2016; Fito y Van Hulle, 2021). Este proceso busca eliminar
nutrientes, compuestos organicos, metales y patdgenos mediante procesos fisicos, quimicos
y biologicos, asi como combinaciones entre ellos (Gerba y Pepper, 2019). No obstante, la
implementacidn de practicas y tecnologias de tratamiento avanzadas suele ser voluntaria, ya
que no esta regulada en la mayoria de los paises a nivel mundial, y su aplicacion depende de




la eficacia del tratamiento secundario, asi como de las caracteristicas y calidad de las aguas
residuales tratadas. Los métodos de tratamiento terciario de aguas residuales que méas se
utilizan incluyen la oxidacion avanzada, la adsorcion, las tecnologias de membranas, la
filtracion, los humedales artificiales, el intercambio ionico, la aplicacién de microalgas y
cianobacterias, la floculacion/precipitacion, la ésmosis inversa y el tratamiento anaerébico
de alta velocidad (Pratap et al., 2023).

2.4 El nitrégeno como contaminante ambiental

2.4.1 Caracteristicas generales del nitrogeno

El N es considerado el elemento puro mas abundante en nuestro planeta, pues constituye el
78.1% del volumen total de la atmdsfera (Greenwood y Earnshaw, 1998; Kloprogge et al.,
2021). Es uno de los seis elementos esenciales conocidos como “CHONPS”, y se posiciona
en cuarto lugar dentro de los componentes de la biomasa celular. Ademas, es el segundo
elemento méas importante para la vida en la Tierra, después del carbono (C). A pesar de ello,
las concentraciones en la corteza terrestre son relativamente bajas, encontrandose 0.002% en
tejidos vivos y materia organica detritica, 0.00005% en el agua de mar y 0.000024% en
arroyos (Howarth, 2008; Ohyama, 2010). Referente a los combustibles fdsiles, ya sean
solidos o liquidos, la cantidad de N que contienen es bastante limitada (<0.1-2%), mientras
que el gas natural puede contener mayores concentraciones de este elemento (<5%). En
contraste, los suelos son los reservorios de N mas activos en la litosfera, sus concentraciones
oscilan en funcion de varios parametros edafoldgicos, geogréaficos y fisicoquimicos (Johnson
y Goldblatt 2015; Fenice, 2021).

Tanto organismos procariotas como eucariotas requieren este elemento en un porcentaje
elevado para llevar a cabo la sintesis de biomoléculas esenciales utilizadas para funciones
estructurales, metabolicas, hereditarias, entre otras. El nitrégeno es un componente principal
de las proteinas, los acidos nucleicos, algunos lipidos de membrana, las coenzimas, las
vitaminas, los pigmentos fotosintéticos, los metabolitos secundarios y otros compuestos
indispensables (Ohyama, 2010; Rout et al., 2021). En cuanto a los humanos, la concentracion
de nitrogeno es aproximadamente de 2.6% por peso (Emsley, 2011).

El nitrégeno puede presentarse en estructuras quimicas inorganicas y organicas (Mandal, et
al., 2018). Normalmente, en un entorno acuoso, estas moléculas pueden manifestarse en
diversas combinaciones. Por ejemplo, el amoniaco (NHzs), el ion amonio (NH4*), el nitrito
(NO2"), el nitrato (NO3") y el gas dinitrogeno (N2) son compuestos de nitrégeno inorganico,
mientras que aminoacidos, urea y acido Urico, se encuentran dentro del grupo de compuestos
nitrogenados organicos (Bernhard, 2010; Varjani y Upasani, 2017).

Las propiedades quimicas anémalas caracteristicas del nitrogeno son resultado de la facultad
que posee para hibridarse orbitalmente de manera sencilla. Tiene una electronegatividad alta,
aproximadamente de 3, lo que conlleva una gran capacidad para atraer electrones. Sus estados
de oxidacion son: -3, -2, -1, +1, +2, +3, +4, +5 (Greenwood y Earnshaw, 1998; Ohyama,
2010; Fenice, 2021; Kloprogge et al., 2021).




A temperatura y presion estandar, el nitrdgeno molecular (N2) es un gas diamagnético,
incoloro, inodoro e insipido. Tiene un punto de fusion de -210°C y un punto de ebullicion de
-195.795°C. La distancia interatomica corta (109.76 pm) y la energia de disociacion muy
alta (945.41 kJmol™) son consistentes con enlaces multiples. Se combina con muy pocos
elementos a temperatura ambiente, debido a la gran fuerza del enlace triple N=N y la enorme
brecha de energia entre los orbitales moleculares ocupados més altos (HOMO) y los orbitales
moleculares desocupados mas bajos (LUMO). Otros factores que contribuyen son la
distribucion de electrones muy simétrica en la molécula y la ausencia de polaridad de enlace.
Sin embargo, se encuentra combinado con casi todos los elementos de la tabla periddica
excepto con los gases nobles mas ligeros. Este fendbmeno aparentemente contradictorio se
debe a que el N2 se vuelve significativamente mas reactivo a medida que aumenta la
temperatura. Ademas, varios catalizadores que se encuentran en la naturaleza pueden superar
la inercia del N2 a bajas temperaturas (Emsley, 2011; Greenwood y Earnshaw, 1998;
Kloprogge et al., 2021).

La forma mas oxidada del N (+5) es el &cido nitrico (HNOs3) o el ion nitrato (NO3). Mientras

que su forma mas reducida (-3) se puede encontrar como NH3 o NH4* (Dixon y Khan, 2004;
Ohyama, 2010).

Tabla 1. Estados de oxidacion del N bajo condiciones acidas y bésicas.

Estado de +5 +4 +3 +2 +1 0 -1 -2 -3
oxidacién
Notacién NOs N204 NOy NO N2O N2 NH20 | NoHg* NHs"*
* H* NHs
Nombre lon | Oxidode | lon | Oxido | Oxido | Nitrégeno | Hidro | Hidra- lon
nitrato | nitrégeno | nitrito | nitrico | nitroso | molecular | Xxil- zina amonio
(V) amina




Figura 1. Geometria molecular del ion nitrato a), ion amonio b) y el
amoniaco c).

2.4.2 Fuentes de emision de contaminantes nitrogenados

En el contexto de la contaminacion antropogénica, se han determinado dos fuentes
principales de contaminacién: las puntuales y las difusas. Las primeras se refieren a los
contaminantes que provienen de una sola fuente cuya ubicacion es especifica y fija, mientras
que las segundas comprenden los contaminantes emitidos por maultiples fuentes
(Zinicovscaia, 2016; Crini y Lichtfouse, 2019).

Como ya se mencion¢ anteriormente, el nitrogeno circula activamente entre la hidrosfera, la
atmosfera y el suelo en diferentes concentraciones y formas. En primera instancia, es
conveniente distinguir las formas de nitrégeno en dos grupos principales: el N2 se denomina
nitrégeno no reactivo (o "fijo"), y la suma de todas las demés formas de nitrégeno bioldgica,
fotoquimica y radiactivamente activos se denomina "nitrégeno reactivo” (Nr) (Reis et al.,
2009; Melillo, 2021).

A pesar de que el N> constituye el mayor porcentaje dentro de los componentes de la
atmosfera, para que otros organismos puedan aprovecharlo primero se debe “fijar”, es decir,
convertir en otras formas de nitrégeno, particularmente en NHz / NH4*, a través de la accion
de organismos diazotroficos pertenecientes a los dominios Archaea y Bacteria (Dixon y
Khan, 2004).

Este proceso ocurre a través del ciclo del nitrégeno, el cual consiste en una serie de
transformaciones biologicas complejas debido a las diversas formas que puede adoptar el
nitrégeno (gas, particulada, disuelta) (Galloway, 2003).
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Sin embargo, el nitrdégeno tiene propiedades quimicas peculiares que le permiten cambiar
facilmente su estructura molecular y alternar entre particulas disueltas, a gaseosas, lo que
puede generar un problema. Denominada como “cascada de nitrogeno”, implica que, en el
medio ambiente, una molécula de nitrogeno pasa a través de numerosas vias, lo que puede
modificar negativamente la dindAmica de multiples procesos a diferentes escalas temporales
y espaciales, contribuyendo a un incremento de la contaminacion atmosférica, terrestre y
acudtica, a la pérdida de biodiversidad, y acelerando el cambio climatico por la produccion
de gases de efecto invernadero (Groffman et al., 2021).

Si bien las actividades humanas han perturbado numerosos procesos biogeoquimicos
globales, nuestros impactos negativos en este ciclo posiblemente sean los mas rapidos y
draméticos (Groffman et al., 2021). A escala mundial, su alteracion tiene origen en la
produccién desmedida de Nr, pues una mayor disponibilidad de nitrogeno aumenta la
productividad y acumulacion de biomasa de compuestos nitrogenados, lo que cambia las
tasas y las vias del ciclo, afectando indirecta y/o directamente la calidad del aire, del agua y
de la bidsfera (Kanter et al., 2020), y por consiguiente ocasiona una serie de problemas
ambientales a escalas locales, regionales y globales tales como la eutrofizacion de aguas
dulces y zonas costeras, la acidificacion del suelo y la reduccién de la diversidad bioldgica
de los ecosistemas afectados (Vitousek et al., 1997; Reis et al., 2009; Lehnert et al., 2021).

Antes de la Revolucion Industrial, los Unicos mecanismos mediante los cuales el N2 se
convertia en Nr biolégicamente disponible eran la fijacion de nitrégeno realizada por
bacterias y/o arqueas, y la reaccién quimica con oxigeno a altas temperaturas asociado con
relampagos y volcanes (Galloway, 2003). Actualmente, la tasa total de Nr biolégicamente
disponible creada por procesos naturales que se libera a la bidsfera a nivel mundial oscila en
el rango de 300 a 500 Tg N afio! (Vitousek et al., 1997; Howarth, 2008).

Sin embargo, desde las Gltimas cuatro décadas del siglo XX las actividades antropogénicas
han generado Nr adicional a medida que compite con el ritmo natural de creacion mediante
tres mecanismos: 1) la promocion de la fijacién bioldgica de N2 atmosférico asociada con la
agricultura de cultivos fijadores de nitrogeno; 2) la producciédn de fertilizantes nitrogenados
sintéticos para incrementar la productividad de los cultivos; y 3) su creacién inadvertida a
través de la combustidén de combustibles fosiles y biomasa para cubrir la demanda energética
y de transporte de las urbes (Vitousek et al., 1997; Howarth, 2008; Voss et al., 2011; Melillo,
2021).

Se calcula que las actividades humanas a nivel mundial provocan la fijacion bioldgica de
aproximadamente 190 Tg N afio™’. De este total, el 57.8% es fertilizante nitrogenado sintético,
el 22.6% proviene de cultivos fijadores de nitrdgeno, y el 20% se origina de la combustion
de combustibles fosiles (Galloway et al., 2008; Battye et al., 2017). Estimaciones recientes
sugieren que la produccion mundial de Nr es de aproximadamente 200 Tg N afio™, siendo el
uso de fertilizantes la via de entrada dominante (Battye et al., 2017; Melillo, 2021).

El incremento de Nr ha sido fundamental para satisfacer las necesidades de una poblacion
mundial en crecimiento. Sin embargo, también ha perturbado el ciclo natural del nitrégeno,
provocando inestabilidad en ecosistemas terrestres y acuaticos, lo que se traduce en graves
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problemas socioambientales, como la pérdida de biodiversidad, contaminacion de cuerpos
de agua y aceleracién del cambio climético.

El cambio en las entradas y salidas de nitrogeno dentro de un sistema es un proceso que esta
intrinsecamente relacionado con uno de los nueve limites planetarios, que es el de los ciclos
biogeoquimicos. Estos limites constituyen un marco conceptual que establece las fronteras
biofisicas criticas dentro de las cuales la humanidad deberia operar para garantizar la
estabilidad y resiliencia del sistema terrestre (Willett et al., 2019; Bjern et al., 2020).

En este contexto, Willett et al. en 2019 propusieron el valor mas reciente para definir el limite
planetario el ciclo del nitrégeno, en el que la variable de control utilizada fue la aplicacion
de nitrogeno. El limite se establecio en 65 Tg N afio™. No obstante, segiin Mellillo en 2021,
establecio que tal cifra ya se rebaso, lo que evidencia la transgresion de umbrales ecoldgicos
necesarios para garantizar el funcionamiento de los ecosistemas a largo plazo.

Las alteraciones en ciclo del nitrogeno han generado graves dafios ambientales cuyas
repercusiones podrian perdurar durante siglos si no se planifican e implementan estrategias
sustentables (Canfield et al., 2010; Fenice, 2021). La regulacion de este ciclo representa un
desafio fundamental para la humanidad, ya que su desequilibrio afecta directamente procesos
clave como la biodiversidad, el clima global y la salud de los océanos.

2.4.3 Contaminacion de ecosistemas acuaticos por compuestos nitrogenados
inorganicos presentes en aguas residuales

Los iones NH4*, NOs" y NO2 constituyen los compuestos nitrogenados inorganicos mas
comunes en ecosistemas acuaticos (Rabalais, 2002). Se encuentran de manera frecuente
como resultado de la deposicion atmosférica, la escorrentia de aguas superficiales y
subterréneas, la disolucion de depdsitos geoldgicos ricos en nitrogeno (Follett y Hatfield,
2001), la fijacion de N2 por arqueas y bacterias y la degradacion de materia organica
(Cervantes, 2009).

No obstante, tanto la disponibilidad como la movilidad del nitrdgeno han aumentado en
diferentes regiones del planeta debido a la alteracion antropogénica de su ciclo. En
consecuencia, ademas de las fuentes naturales, el nitrégeno inorganico puede ingresar a los
ecosistemas acuaticos a traves de fuentes puntuales y difusas derivadas de actividades como
la agricultura, las deposiciones atmosféricas y la produccién de aguas residuales provenientes
de distintos sectores (Camargo y Alonso, 2006). Del mismo modo, los aportes de nitrogeno
particulado y nitrogeno organico al medio ambiente pueden generar contaminacion por
nitrégeno inorganico (Smil, 2001).

Especificamente, el NH4*, ademas de ser un componente integral en el ciclo del nitrégeno y
una fuente de nitrogeno libre (Ashour et al., 2021), es uno de los contaminantes mas comunes
en las aguas residuales. Existen diversas industrias que aprovechan sus propiedades quimicas
para multiples aplicaciones, que van desde la mejora en el rendimiento de los cultivos, la
produccidn de colorantes, el procesamiento de carne y fabricacidn de productos lacteos, hasta
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la sintesis de productos quimicos especializados como antibiéticos, antipiréticos y
analgésicos (Bamba et al., 2017). Las aguas residuales generadas por las industrias
mencionadas contienen elevadas concentraciones de NHs* que, si no se tratan
adecuadamente, pueden causar muchos efectos negativos al medio ambiente y a la salud
publica.

2.4.4 Impacto de la contaminacion por compuestos nitrogenados en ecosistemas
acuaticos: efectos ecologicos

Los principales problemas ambientales causados por contaminantes nitrogenados en
ecosistemas acuaticos incluyen la acidificacion de cuerpos de agua dulce, la eutrofizacion, y
la alteracion en el equilibrio del sistema hidrico (Camargo y Alonso, 2006).

La eutrofizacion de los ecosistemas acuaticos asociada con el enriquecimiento de nutrientes
como N y P se ha convertido en un problema ambiental con relevancia a nivel mundial. Este
fendmeno es resultado del acelerado crecimiento econémico y poblacional, asi como la
urbanizacion de las ultimas seis décadas (Chislock et al., 2013; Alexander et al., 2017). Se
caracteriza por el aumento de compuestos organicos en cuerpos de agua lénticos
relativamente cerrados, lo que estimula la proliferacion excesiva de algas, cianobacterias y
fitoplancton. Esto conlleva a una disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto a causa
del enturbiamiento del agua provocado por la formacion de una capa de limo sobre la
superficie.

El recubrimiento que se genera reduce la penetracion de la luz y ocasiona la muerte de los
organismos fotosintéticos que, a su vez, son aprovechados por organismos que agotan el
oxigeno durante el proceso de descomposicion de la materia orgénica. Esta secuencia de
eventos genera condiciones de anoxia, promoviendo una severa degradacion y deterioro de
las interacciones ecoldgicas y los recursos hidricos (Khan y Ansari, 2005; Ansari et al., 2015;
Romanelli et al., 2020).

En particular, el NO3z -, y el NH4 * son las principales formas de nitrégeno que contribuyen a
la eutrofizacion, especialmente el alto contenido de nitrégeno amoniacal desempefia un papel
significativo.

2.5 El papel del nitréogeno en las cianobacterias

2.5.1 Metabolismo de asimilacion de nitrogeno: rutas principales

Las cianobacterias son capaces de asimilar diversas formas de nitrogeno presentes en su
entorno, las cuales pueden constituir hasta un 11% de su peso (Flores y Herrero, 1994). Los
principales compuestos de nitrégeno inorganico que utilizan para satisfacer sus
requerimientos incluyen NH4*, NHs, NO3~, NO.. Ademas, algunas especies también pueden
asimilar compuestos nitrogenados organicos como la urea, y algunos aminoacidos como la
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arginina (Arg) y la glutamina (Gln) (Oliver et al., 2012). Asi mismo, muchos tipos de
cianobacterias son capaces de sintetizar la enzima nitrogenasa para llevar a cabo la fijacion
de N2 atmosférico, un rasgo que los separa de los eucariotas autotrofos (Herrero et al., 2004;
Issa et al., 2014).

En general, el metabolismo de asimilacion de nitrégeno en las cianobacterias sigue dos rutas
principales (Fig. 2): la ruta del NH4" y la ruta del NOs™. Es importante sefialar que cualquier
forma de nitrégeno distinta de NH4" primero se va a metabolizar en este ion ya que es la
forma molecular energéticamente menos costosa para la asimilacion de los atomos de
nitrogeno (Zhang et al., 2018). Por lo tanto, el NH4" que se obtuvo de la absorcion directa, o
que se produjo a partir de la conversion de otras fuentes de nitrégeno, se incorpora a
esqueletos de carbono a través de la accion secuencial de las enzimas glutamina sintetasa
(GS) y glutamato sintasa (GOGAT), constituyendo el ciclo GS-GOGAT (Muro-Pastor, et al.,
2005).

Desde el punto de vista energético, el NH4" es preferencial al NOs", ya que el primero sélo
requiere un NAD(P)H o ferredoxina (Fd) y un adenosin trifosfato (ATP) para asimilarse en
glutamato (Glu), mientras que el segundo requiere nueve moléculas reductoras, un ATP y
dos enzimas adicionales (Zhang et al., 2018). La captacion de NOs/ NO2 ", urea y la mayoria
de los aminoacidos suele implicar permeasas, mientras que la captacion de NH4" involucra
transportadores secundarios. Dentro de la célula, el NOz™ se convierte en NO2™ por la nitrato
reductasa (Nar) y luego el NO2™ se convierte en NH4" por la nitrito reductasa (Nir). La Arg
es catabolizada por una combinacion del ciclo de la urea y la via de la arginasa, mientras que
la urea es degradada por una ureasa dependiente de Ni?*; ambas vias también producen NH4*
(Flores y Herrero 2005).

El ciclo GS/IGOGAT constituye la via principal en cianobacterias para la asimilacion de
NH4*, y por lo tanto juega un papel central en el metabolismo del nitrégeno, y también del
carbono. La GS asimila NH.* usando Glu y ATP para sintetizar GIn, mientras que GOGAT
cataliza la formacion de Glu usando Gln, 2- oxoglutarato (2-OG) y nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH). El Glu y la GIn que se producen en esta ruta metabdlica son
los principales donantes de grupos amino intracelulares para la sintesis de otros aminoacidos,
y también para bases nitrogenadas como purina y pirimidina, asi como otros compuestos que
contienen nitrégeno (Zhang et al., 2018). Por ejemplo, el Glu es un precursor del 5-
aminolevulinato, que es el precursor inmediato de la biosintesis de porfirinas, ficobilinas y
clorofilas. Finalmente, los aminoacidos Arg y aspartato (Asp) forman cianoficina, un
depdsito de almacenamiento Unico de nitrégeno y carbono que se encuentra en muchas
cianobacterias (Flores y Herrero 1994).
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Figura 2. Principales rutas de asimilacion del nitrégeno en
cianobacterias. Nrt, transportador de nitrato/nitrito tipo-ABC; Urt,
transportador de ureatipo-ABC; Amt, permeasa de amonio; Nar, nitrato
reductasa; Nir, nitrito reductasa; NifHDK, complejo nitrogenasa; FdxH,
ferredoxina  especifica para heterocistos; PEP carboxilasa,
fosfoenolpiruvato carboxilasa. Tomado de Flores y Herrero, 2005.

2.5.2 Toxicidad del sistema amonio/amoniaco

En disoluciones acuosas, el NH4"y el NH3 coexisten en equilibrio. Este estado, asi como su
concentracion relativa, dependen principalmente del pH, y en menor proporcion de la
temperatura y la salinidad. El equilibrio dinamico entre NH4"/NHs es conocido como el
sistema NH4"/NHs (Markou et al., 2016).

La constante de disociacién del equilibrio i6nico (pKa) del sistema NH4*/NHses de 9.25, lo
que significa que el NH4" predomina a valores de pH inferiores a este punto, mientras a
valores de pH superiores de 9.25 prevalece el NHs (Markou et al., 2016). Por lo tanto, en
condiciones con un pH aproximadamente de 9, la toxicidad se atribuye al NHs, mientras que
a un pH menor a cualquier efecto téxico se asocia con el NH4".

Esta variacion en funcion del pH es crucial, pues el NHz se considera la forma més toxica del
sistema NH4"/NH3 debido a que no tiene carga y es soluble en lipidos, lo que le permite
difundirse facilmente a través de la membrana celular sin un mecanismo de regulacion que
controle su tasa de absorcion. Esto provoca concentraciones intracelulares elevadas de NH3
que afectan el crecimiento y la viabilidad celular (Markou et al., 2016). Ademas, al ser un
gas volatil puede perderse en la atmosfera, especialmente en cultivos con aireacion activa.
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Aunque la toxicidad del sistema NH4*/NH3 ha sido ampliamente investigada en plantas,
peces y animales, existe una escasez de investigaciones en donde hayan utilizado bacterias,
fitoplancton y levaduras como modelos de estudio. En plantas, algunos de los mecanismos
propuestos para explicar la toxicidad causada por altas concentraciones de NHs"/NHs
incluyen variaciones en el equilibrio idnico de los tejidos, cambios en el equilibrio hormonal,
saturacion de los lipidos de la membrana y alteracion del pH intracelular (Markou et al.,
2016). También se ha observado interferencia en la fotosintesis y la homeostasis celular,
acidificacion extracelular y alcalinizacion intracelular, aumento en la demanda de energia,
estrés oxidativo, e inhibicion de la absorcion de microelementos como K, magnesio (Mg) y
calcio (Ca) (Esteban et al., 2016).

2.6 Remocion de compuestos nitrogenados presentes en aguas residuales mediante el
uso de microalgas y cianobacterias

El concepto “biotecnologia” aplicado en microalgas y cianobacterias se refiere al uso de su
maquinaria fotosintética para la obtencién de biomasa y compuestos bioactivos, asi como su
aplicacion en la industria bioenergética y en el tratamiento de aguas residuales (Hamed,
2016).

El uso de microalgas y cianobacterias en el tratamiento de aguas residuales fue propuesto por
Oswald et al. en 1957 (Young et al., 2017). Desde entonces, multiples investigaciones han
explorado la factibilidad y aplicacion de estos procariontes en el sector biotecnoldgico, con
un enfoque particular para la remocién de nitrégeno y fosforo. Ademas, esta tecnologia es
una alternativa mas amigable con el ambiente en comparaciéon con los métodos fisicos y
quimicos, los cuales son mas costosos y contribuyen a la contaminacion secundaria.

Respecto a la capacidad de las microalgas para asimilar compuestos nitrogenados, los
principales organismos empleados como modelos bioldgicos han sido Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp.

Chlorella vulgaris fue cultivada en aguas residuales y se obtuvo una eficiencia de remocion
de nitrégeno total (TN) de alrededor del 50% (Kim et al., 2010). Aslan y Kapdan, (2006)
concluyeron que esta misma cepa puede remover NH.* por completo de las aguas residuales,
asi mismo se demostrd que el porcentaje de remocion en aguas residuales porcinas fue de
56.52% para el NHs" y del 95-99% para el TN (Nam et al., 2017; Cao et al., 2018).

Referente a Scenedesmus sp., al cultivarse en un medio con NOs, NH4* y urea como fuentes
de nitrogeno, las eficiencias de remocion de TN fueron del 90.4 %, 31.1 % y 87.8 %,
respectivamente (Xin et al., 2010). Con relacién al NH4", la eficiencia de remocion de esta
cepa en efluentes domésticos fue de 99.1% (Zhang et al., 2008).

En cuanto a las cianobacterias, Arthrospira platensis (A. platensis) se ha utilizado como
modelo bioldgico en una gran cantidad de investigaciones para tratar distintos tipos de aguas
residuales debido a su alto rendimiento en la asimilacion de N, su valor econémico y su
potencial ambiental (Chang et al., 2013; Araujo et al., 2021). Los resultados obtenidos por
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Araujo et al., en 2021 demostraron que la remocion de NH3z, NO2" y NOsz™ provenientes de
aguas residuales del procesamiento de yuca fue del 100% para los dos primeros y del 91%
para el ultimo.

En contraste, pocas investigaciones han utilizado Arthrospira maxima (A. maxima) como
modelo bioldgico para evaluar la eficiencia de remocion de compuestos nitrogenados. En una
combinacion de nejayote y agua residual porcina, se obtuvo una reduccion del TN del
92% (L6pez-Pacheco et al., 2019), mientras que el porcentaje de remocion de NH4" presente
en efluentes contaminados con salsa de soya fue de 93.86% (Han et al., 2021). También, en
efluentes secundarios se demostrd una reduccion del contenido de nitrogeno del 100%
(Kosaric et al., 1974), mientras que para el NH4* fue del 92% (Cafizarez et al., 1994).

Esta tecnologia presenta numerosas ventajas sobre los tratamientos quimicos Yy
fisicoquimicos (Chaitee et al., 2021), un rasgo distintivo es su eficiencia energética, lo que
establece una diferencia significativa respecto a los procesos convencionales de lodos
activos, cuyo metabolismo bacteriano demanda altos niveles de oxigenacion (Hasan, 2023).

Ademas, este enfoque destaca por su capacidad para consumir CO2 y generar Oz a través del
proceso fotosintético, el cual puede ser aprovechado por poblaciones bacterianas que
descomponen los desechos organicos en moléculas inorgéanicas simples. También, puede
utilizarse para la reduccion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), o para promover
la oxidacion del NH4" (EI-Sheekh et al., 2021).

2.7 El género Arthrospira

2.7.1 Biologia

Arthrospira es un género de cianobacterias multicelulares filamentosas, también conocidas
como “algas verde-azules”, que se caracteriza por tener células cilindricas no heterocisticas
mas anchas que largas. Estas células contienen una gran cantidad de vesiculas de gas
denominadas “aerotopos”, que se encuentran organizadas en un tricoma helicoidal envuelto
en una fina vaina mucilaginosa. Bajo el microscopio optico, los tricomas muestran paredes
transversales facilmente visibles (Tomaselli, 1997; Grewe & Pulz, 2012; Vo et al., 2015; Wu
etal., 2016).

Tanto el grado de inclinacion como el didmetro de la hélice varia segun la cepa. En A. maxima
oscila de 12 a 72 pum, mientras que en A. platensis va de 30 a 70 um (Pelosi et al, 1982;
Tomaselli, 1997). La reproduccion ocurre mediante la fragmentacion de un tricoma maduro
en varios segmentos mas cortos, a través de la destruccion de multiples células intercaladas
especializadas Ilamadas "necridia”. Los segmentos cortos que estdn compuestos por unas
pocas celulas se alargan por fision binaria en un solo plano perpendicular al eje largo del
filamento (Balloni et al.,1980: Tomaselli, 1997).
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Las principales caracteristicas morfoldgicas distintivas entre las especies mas importantes
del género, que son A. maximay A. platensis, se centran en estructuras como los filamentos,
pues incluso cuando estos flotan libremente en ambas especies y estan densamente
granulados en las paredes transversales debido a la presencia de aerotopos, los de la A.
platensis muestran una disposicion mas regular de esta granulacion.

Referente a los tricomas, en A. maxima al contrario que en A. platensis, son cortos y no estan,
0 estan muy poco contraidos en las paredes transversales. Ademas, tienen un didmetro mayor
y se encuentran atenuados en los extremos. La vaina que los envuelve es mas gruesa en A.
maxima que en A. platensis, de modo que la superficie del tricoma en la primera aparece
cubierta con costillas profundas, mientras que en A. platensis muestra costillas
anastomosadas y menos profundas.

Si bien A. platensis parece ser una especie de amplia distribucion, presente en Africa, Asia 'y
América del Sur, A. maxima se encuentra restringida a América Central, especificamente en
México, donde fue el principal componente del fitoplancton que habitaba en el extinto Lago
de Texcoco (Sinetova et al., 2024). Este cuerpo de agua podria considerarse el habitat original
de la especie (Tomaselli, 1997).

2.7.2 Taxonomia

La continua designacion de “Spirulina” para referirse a las especies del género Arthrospira,
especialmente a las de importancia comercial responde a una tradicion méas préactica y
tecnoldgica que a una clasificacion taxondmica precisa (Tomaselli, 1997). No obstante, esta
designacion a menudo genera confusion, ya que Arthrospira y Spirulina son géneros
diferentes y filogenéticamente distantes, aunque ambos comparten la estructura helicoidal de
los tricomas y la distribuciéon de algunas especies en los mismos habitats selectivos La
distincion entre ambos se establecié mediante estudios ultraestructurales de los tricomas y
analisis de la secuencia del ARNr 16S (Sili et al., 2012).

Morfolégicamente, Arthrospira se caracteriza por presentar una disposicion de sus tricomas
cilindricos multicelulares en forma de hélice abierta (como un resorte estirado), generalmente
con un ancho celular relativamente amplio (6 a 12 um), a veces atenuado en los extremos y
con paredes transversales visibles con microscopio optico.Por el contrario, Spirulina presenta
un tricoma en forma de tornillo, generalmente con una hélice casi cerrada (es decir, espiral
con forma de resorte), uniforme y un ancho celular estrecho (2 a 4 um), células con paredes
transversales generalmente invisibles al microscopio oOptico, sin vacuolas de gas y con
granulos prominentes. En cuanto a la reproduccion, Arthrospira se fragmenta formando
células necriticas, mientras que en Spirulina la fragmentacion de los tricomas ocurre sin
originar este tipo de células (Sili et al., 2012; Lopez- Rodriguez et al., 2021; Sinetova et al.,
2024).
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Figura 3. Diferencias morfoldgicas entre los géneros a) Spirulina 'y
b) Arthrospira. Castenholz en 1989, los diferencié taxonémicamente.

Arthrospira pertenece al orden Oscillatoriales, mientras que Spirulina
se clasifica en el orden Spirulinales.

Actualmente, gracias a una amplia gama de estudios, la taxonomia moderna reconoce a
Arthrospira como un género distinto Spirulina. No obstante, con frecuencia algunas
investigaciones contintan usando los nombres tradicionales, aunque erréneos, para referirse
a las especies de Arthrospira, como Spirulina platensis y Spirulina maxima (Tomaselli,
1997). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que las cepas comercialmente
relevantes (A. maxima, A. fusiformis y A. platensis) difieren significativamente de la especie
tipo (A. jenneri). Como resultado, se ha propuesto el género Limnospira para designar las
especies de interés industrial, por lo que la espirulina comercializada actualmente se conoce
cientificamente como Limnospira spp. (Nowicka-Krawczyk et al., 2019; Sinetova et al.,
2024).

La clasificacion taxondémica de Arthrospira segin la pagina Algaebase
(https://www.algaebase.org/ consultado el 15 de enero de 2025) es la siguiente:

= Dominio: Bacteria

= Reino: Bacteria

= Filo: Cianobacteria
» Clase: Cianoficeae

= Orden: Oscillatoriales
= Familia: Microcoleaceae
= Género: Arthrospira

Entre las aproximadamente 35 especies descritas, destacan:
= A maxima Setchell y NLGardner 1917
= A platensis
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2.8.1 Marco Legal y Normativo

En lo que respecta a la gestion, descarga y eliminacion segura de aguas residuales, existen
pocas regulaciones o directrices en México. Las principales leyes, reglamentos, y normas
oficiales buscan regular y controlar la gestion y el tratamiento de aguas residuales para
proteger la salud publica y el medio ambiente. A continuacion, se describen las principales
leyes y normas que forman parte del marco legal y normativo. Autoridades como la Comision
Nacional del Agua (CONAGUA) y la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), junto con las secretarias estatales y municipales, son responsables de la
implementacidn y supervision de estas regulaciones.

Ley de Aguas Nacionales (LAN)

Establece los principios para la gestion integrada de los recursos hidricos y define los
derechos y obligaciones de los usuarios que utilizan el agua, incluyendo el tratamiento de
aguas residuales. Esta Ley regula la gestion de aguas residuales en varios articulos, con
énfasis en el Articulo 88 BIS, que establece las obligaciones para las personas fisicas o
morales que realizan descargas de aguas residuales.

Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA), en su
Capitulo I11- “Prevencion y Control de la Contaminacion del Agua y de los
Ecosistemas Acuaticos

Los articulos 118-133 de este capitulo abordan la prevencién y control de la contaminacion
del agua y los ecosistemas acudaticos. En él se establecen criterios para la regulacion de
descargas de aguas residuales, tanto industriales como municipales, y se definen
responsabilidades de los gobiernos estatales y municipales en la vigilancia y control de
normativas. Se sujetan a regulacion diversas actividades que pueden causar contaminacion
del agua, se establecen condiciones para la descarga e infiltracién de aguas residuales, y se
promueve el uso adecuado de aguas residuales tratadas en la industria y la agricultura.

Normas Oficiales Mexicanas (NOM)
Cuerpo receptor

Debido a que el nitrogeno es un nutriente esencial para organismos fotosintéticos, es
importante el monitoreo y control de descargas de este en ecosistemas acuéaticos.

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-2021, que establece los limites
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en cuerpos receptores
propiedad de la nacién, el nitrégeno total esta considerado dentro de los parametros basicos
y se define como la suma de las concentraciones del nitrégeno total Kjeldahl*, nitrogeno de
nitritos y nitrégeno de nitratos.
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Tabla 2. Limites permisibles de Nitrégeno Total en la
NOM-001-SEMARNAT-2021

Rios, arroyos, Embalses, lagos Zonas marinas
canales y drenes y lagunas mexicanas

PD.|PM| V.l |PD.|PM| V. |[PD.|PM| V. |[PD.|PM| V.

Suelo cérstico

30 | 25 | 35 | 25 | 15 | 30 | 30 | 25 | 35 | 25 | 15 | 30

En donde:

P.D. es el valor que resulta del analisis de una muestra compuesta o el
resultado del promedio ponderado en funcion del caudal o de la media
geométrica o del promedio aritmético, segun corresponda al parametro
conforme a esta NOM.

P.M. es el valor que resulta de calcular el promedio ponderado en funcién
del caudal de los valores que resulten del analisis de al menos dos muestras
compuestas (Promedio Diario) colectadas en un mismo mes calendario.

V.1. es el resultado obtenido del analisis de laboratorio a una muestra simple
de agua residual recolectada en la descarga con motivo de una verificacion
realizada por CONAGUA o la PROFEPA del cumplimiento de los parametros
de calidad establecidos en esta norma.

*Nitrdgeno total Kjeldahl

Es definido como la suma del nitrdgeno amoniacal y nitrégeno organico
(NMX-AA-026-SCFI1-2010, 2010).

Establece que en rios arroyos, canales y drenes, el pardmetro diario (P.D.) es 30, el parametro
mensual (P.M.) es de 25y el valor instantaneo (V.1.) es de 35. En embalses, lagos y lagunas,
el P.D.es 25, el P.M. es 15y el V.I. es 30. En zonas marinas mexicanas el P.D.es 30, el P.M.
es 25y el V.I. es 35. Por Gltimo, en suelo cérstico el P.D.es 25, el P.M. es 15y el V.I. es 30.
Todos los valores expresados en miligramos por litro (mg. L™).

Plantas de tratamiento

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en
servicios al puablico, considera como contaminantes basicos aquellos compuestos o
parametros que pueden ser removidos o estabilizados mediante procesos convencionales.

En lo que respecta a esta NOM, sélo se consideran los siguientes: grasas y aceites, material
flotante, demanda bioquimica de oxigeno y solidos suspendidos totales.

Alcantarillado

La Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-1996, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas
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de alcantarillado urbano o municipal, plantea como parametros de referencia que determinan
la calidad fisica, quimica y biol6gica del agua a las siguientes variables: grasas y aceites,
solidos sedimentables, arsénico total, cadmio total, cianuro total, cobre total, cromo
hexavalente, mercurio total, niquel total, plomo total, y zinc total.

2.8.2 Plantas de tratamiento de aguas residuales

Histéricamente en Meéxico, el nimero de PTAR en operacion ha aumentado
considerablemente. Mientras que en 1996 solo existian 595 plantas en operacion que trataban
un caudal de 33.7454 m®/s de aguas residuales, al cierre de 2022 el nimero de plantas de
tratamiento instaladas y en operacion aumenté a 2,774, proporcionando saneamiento para un
volumen de 143.7567 m%/s de aguas residuales (CONAGUA, 2022). Aunque este incremento
es alentador, sigue siendo insuficiente, ya que Unicamente alrededor del 40% del total de
aguas residuales generadas a nivel nacional son tratadas (Mogollon, 2020; Tabla-Vazquez et
al., 2020).

Ademas, del total de PTAR existentes, aproximadamente solo el 65% se encuentran en
funcionamiento (Nufiez-Garcia et al., 2023), el resto permanecen abandonadas o trabajan en
condiciones precarias debido a los altos costos de mantenimiento, energia de bombeo y
operacion, asi como a la escasez de personal capacitado (Zurita et al., 2009).

Por otro lado, la cantidad de PTAR por entidad federativa difiere significativamente respecto
a la distribucion de la poblacion en el territorio. Por ejemplo, en los estados del norte del pais,
como Sinaloa (3 millones de habitantes), Coahuila (3.1 millones de habitantes) y Zacatecas
(1.6 millones de habitantes) se encuentran el mayor nimero de PTAR a nivel nacional,
contando con 314, 27 y 52 PTAR, respectivamente (CONAGUA, 2022). En contraste, las
entidades federativas con el mayor nimero de habitantes como el Estado de México (16.9
millones de habitantes), Ciudad de Meéxico (9.2 millones de habitantes) y Jalisco (8.3
millones de habitantes) (INEGI, 2020), tienen en operacién 125, 30 y 130 PTAR,
respectivamente (CONAGUA, 2022).

2.8.3 Tratamientos utilizados en el saneamiento de aguas residuales

Segun datos de la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA), los tratamientos de aguas
residuales que mas se utilizan en México son el primario y el secundario (CONAGUA, 2022).
El tratamiento primario se lleva a cabo en 212 PTAR, de las cuales el 67.9% son tanques
sépticos y el 24.5% tanques Imhoff (CONAGUA, 2022). Ambos sistemas atienden a
pequefias comunidades (hasta 5,000 habitantes que cuentan con pocos servicios de
alcantarillado) o instalaciones como edificios, condominios y hospitales. Sin embargo,
aunque son Utiles, estos procesos generan olores desagradables y no eliminan eficazmente la
materia organica ni los microorganismos del efluente para su vertido, lo que supone un
potencial foco de infeccion (Tabla-Vazquez et al., 2020).
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El tratamiento secundario se realiza en 2,562 PTAR, y se basa principalmente en sistemas de
lagunas de estabilizacion de residuos (32.2%), y lodos activados (30.7%) (CONAGUA,
2022). Las lagunas de estabilizacion no sélo son la tecnologia mas utilizada en los procesos
secundarios, sino que también lo son en el total de tratamientos utilizados en el pais.

Respecto al tratamiento anaerobio, el 14.1% de las tecnologias utilizadas corresponde al
manto anaerdbico de lodos de flujo ascendente (R.A.F.A). Por otra parte, los humedales
representan el 8.9%. Otros procesos como filtros bioldgicos, reactores enzimaticos, lagunas
aireadas y biodiscos, se encuentran entre los menos utilizados, en conjunto representan el
8.2% de las tecnologias disponibles (CONAGUA, 2022).

En cuanto al tratamiento terciario, hasta finales de 2019 Unicamente existian 4 PTAR
instaladas y en operacion. No esta especificado que tipo de procesos eran utilizados
(CONAGUA, 2019). Sin embargo, desde 2020 y hasta la fecha, ya no se cuenta con ninguna
planta especializada en este tipo de tratamiento en nuestro pais (CONAGUA, 2022).

2.8.4 Ubicacion de México en el contexto mundial del tratamiento de aguas residuales

En México, la eficiencia actual del tratamiento de aguas residuales es incierto. Todos los
datos sobre los parametros de calidad son parciales, probablemente debido a una falta de
seguimiento estricto.

A pesar de contar con una infraestructura de PTAR municipales mayor que la de varios paises
de altos ingresos, como Reino Unido (1,856 PTAR), Japén (2,184 PTAR), Polonia (1,574
PTAR) y Canadad (1,265 PTAR), paraddjicamente los sistemas mexicanos solo tratan
alrededor del 30 o0 40% del total de aguas residuales generadas (Mogollon, 2020; Tabla-
Vazquez et al., 2020). Las principales razones detréas de esta deficiencia incluyen los altos
costos de instalacion, operacion y mantenimiento de las plantas de tratamiento, la falta de
personal capacitado, y la ausencia de politicas publicas y regulaciones estrictas (Nufiez-
Garcia et al., 2023).

La carencia de instalaciones de tratamiento terciario agrava la situacion al impedir que mejore
la calidad de agua tratada, lo que contribuye a la contaminacién. Los efluentes secundarios
ricos en nutrientes que no reciben un tratamiento mas avanzado son la principal fuente de
contaminacion por nutrientes (Rout et al., 2021).

El tratamiento de aguas residuales esta fallando en todo el mundo (Casiano-Flores, 2023).
Histéricamente, los paises de América Latina, incluido México, han priorizado la inversion
en el abastecimiento de agua potable sobre el saneamiento de aguas residuales (. Tal situacion
se origina dado que Unicamente la perciben como un desecho y no como una oportunidad
para generar recursos con potencial para reinsertarse en el mercado (Nufiez-Garcia et al.,
2023).
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La gobernanzay los esquemas politicos juegan un papel crucial en estos desafios. La falta de
un marco institucional adecuado y la centralizacion del poder en organismos como
CONAGUA han limitado la efectividad de las politicas de tratamiento de aguas residuales
en México. Para mejorar la situacion, se requiere una mayor participacion y capacidad de los
gobiernos con un enfoque contextualizado y que se adapte a las realidades locales (Casiano
Flores, 2023).

3. Justificacion

Multiples factores interrelacionados, como la gestion inadecuada de los recursos naturales,
el crecimiento demografico, el aumento en la industrializacion y el cambio climético han
propiciado la contaminacidn sobreexplotacion, y distribucion inequitativa del agua a nivel
mundial (Tabla-Vazquez et al., 2020). Entre las principales consecuencias ambientales de
esta crisis hidrica se encuentra la eutrofizacion (Wang et al., 2023), un proceso causado por
exceso de nutrientes, como el nitrégeno, que altera los ciclos biogeoquimicos y compromete
el equilibrio de los ecosistemas.

En México, la disparidad entre la cantidad de aguas residuales generadas y el nimero de
instalaciones de tratamiento existentes (Mogollon, 2020), sumada a la ausencia de
normativas y politicas publicas que establezcan el tratamiento terciario como obligatorio,
exacerban la eutrofizacion de los cuerpos de agua (Casiano-Flores, 2023).

Ante esta problemaética, es imprescindible replantear los enfoques tradicionales de
tratamiento de aguas residuales, sobre todo si consideramos el papel fundamental que los
ecosistemas acuaticos desempefian en la regulacion del clima global, la provision de agua
potable, el saneamiento y el sustento de diversas actividades humanas, como la industria y el
transporte (Hader et al., 2020).

La tecnologia basada en microalgas y cianobacterias para el tratamiento de aguas residuales
surge como una propuesta innovadora que ofrece numerosas ventajas en comparacion con
los métodos fisicos y quimicos que se ocupan usualmente.

Considerando lo anterior, caracterizar el efecto del NH4Cl sobre la actividad fotoquimica y
el crecimiento de A. maxima es fundamental para obtener informacién valiosa sobre su
toleranciay capacidad de adaptacion en sistemas con altas concentraciones de amonio. Dicho
analisis permitird evaluar la viabilidad de esta cianobacteria para ser utilizada en el
tratamiento terciario de aguas residuales que contengan altas concentraciones de nitrogeno
inorganico en forma de amonio.

Los resultados de esta investigacion pueden impulsar el desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas dirigidas a mejorar la gestion de aguas residuales en México, lo que a su vez
propiciaria un manejo mas efectivo de los recursos hidricos, contribuiria a la proteccion del
medio ambiente y tendria un impacto positivo en la salud publica.
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4. Hipotesis

La exposicion de A. maxima a diferentes concentraciones de NH4Cl afectara el metabolismo
fotosintético y respiratorio, asi como el crecimiento de esta cianobacteria.

5. Objetivos

5.1 General

Caracterizar el metabolismo fotosintético y evaluar el crecimiento de A. maxima cultivada en
medio Zarrouk adicionado con NH4CI.

5.2 Particulares

1. Determinar la velocidad de crecimiento y la tasa de duplicacion poblacional de A. maxima
después de ser cultiva en medio Zarrouk adicionado con NH4ClI.

2. Cuantificar y analizar el contenido de pigmentos fotosintéticos: clorofila a y carotenoides
totales en A. maxima después de ser cultiva en medio Zarrouk adicionado con NH4Cl.

3. Analizar el efecto del NH4Cl en la actividad fotosintética y respiratoria de A. maxima
mediante oximetria.

4. Caracterizar la actividad fotosintética por emision de fluorescencia de A. maxima después
de ser cultiva en medio Zarrouk adicionado con NH4Cl como fuente de nitrégeno.

6. Materiales y métodos

6.1 Organismo

Se utilizo la cianobacteria A. maxima, aislada durante un muestreo de agua en un sitio cercano
a la presa Nabor Carrillo, ubicado sobre la autopista Pefion-Texcoco. El sitio de muestreo se
encuentra en las coordenadas geogréaficas 19. 464240° N, 99.018620° W, en el municipio de
Texcoco, Estado de México.

6.2 Condiciones de crecimiento

Los cultivos semilla, asi como los tratamientos experimentales, se cultivaron en medio
Zarrouk (1966) cuya composicion fue la siguiente (g. L™): Macroelementos: NaHCO3 16.4;
Na>,CO3 1.03; K2HPO4 0.50; NaNOs 2.50; KSO4 1.0; NaCl 0.20; Mg SO4 7H20 0.04; CaCl>
2H>0 0.01; FeSO4 7H20 0.05; Microelementos: HsBO3z 2.86; MnCl, 4H,O 1.81; ZnSO4
7H20 0.22; NaMo0OQ4 2H,0 0.39; CuSO4 5H20 0.079; Co (NO3). 6H20 0.049; (mg. L*agua
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destilada) VO SO45 H20 49.6; K2Cr2 (SO4)4 2 H20 96.0; NiSO4 7 H20 47.8; Na,WO4 2 H20
17.9; TiOS04 33.3; Co (NO3)2 6 H20 44.0.

Las células se mantuvieron en un régimen de cultivo en lote con las siguientes condiciones:
temperatura de 30-35 °C, iluminacion bajo luz blanca artificial con una intensidad luminica
de 250 pmoles. m?, s, un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad, y flujo de aire a
200 mL. m™. Como unidades experimentales de cultivo, se utilizaron botellas cilindricas de
plastico de 1.5 L con una trayectoria de luz (diametro) de 8.7 cm y un volumen de trabajo de
1L.

6.3 Disefio experimental

Cada unidad experimental de 1 L de volumen de trabajo se inocul6 con un volumen de células
suficientes para obtener una absorbancia de 0.2 unidades a 750 nm, equivalente a una
concentracion de100 mg de peso seco por litro de medio Zarrouk. Posteriormente, se preparo
la disolucién stock de NH4Cl equivalente a 5g de NH4Cl por 100 mL de agua destilada. Las
células se expusieron a las siguientes concentraciones de NH4Cl: 100, 200, 300, 400, 500
mg. L™ manteniéndose en las condiciones de cultivo previamente descritas durante cinco
dias. Transcurrido el tiempo de exposicién y cultivo, se determinaron las variables de
respuesta.

6.4 Variables de respuesta

6.4.1 Medicion del crecimiento

El crecimiento se determind a través del peso seco. Se tomaron alicuotas de 50 mL de cultivo
en el tiempo inicial (t1) y 25 mL de cada tratamiento experimental en el tiempo final (t2).
Todas las muestras se filtraron al vacio utilizando filtros Whatman No.1, que previamente se
Ilevaron a peso constante mediante el secado a 50 °C por 24 h para eliminar la humedad.
Después del filtrado, la biomasa retenida en los filtros se seco a 50 °C por 48 h. Finalmente,
se determind el peso seco utilizando una balanza analitica (n=4).

La tasa de crecimiento relativo (u) se calculd a partir de la diferencia entre los logaritmos
naturales del peso seco final (X2) y el peso seco inicial (X1), dividida entre la diferencia del
tiempo en horas de tiempo inicial (t1) y tiempo final de cada tratamiento experimental (t2)
(Golterman, 1975):

= (In Xz2- In X1) / (to-t1)

La tasa de duplicacion celular (Td) se calculé dividiendo el logaritmo natural de 2 entre la
tasa de crecimiento relativo (Golterman, 1975): Td =1In (2) / n
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6.4.2 Analisis de pigmentos fotosintéticos: clorofila a y carotenoides

El contenido especifico de clorofila a (Chl a) y carotenoides (Car) por biomasa seca se
cuantifico tomando 1 mL de cada unidad experimental, la cual se mezclé con 5 mL de agua
destilada en tubos Falcon de plastico. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000
rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue desechado y la pastilla
de cada tubo se resuspendi6 en 3 mL de metanol al 100% con arena para garantizar la lisis
celular, los cuales se agitaron vigorosamente utilizando un vortex durante 1 minuto.

La mezcla metanolica de cada tubo se incub6 durante 10 min a 60 °C en bafio maria;
transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron nuevamente a 3,000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente para recuperar el sobrenadante de cada tubo, el cual fue
decantado en una probeta de 10 mL y aforarado a 4 mL con metanol al 100%. Por ultimo, se
midié la absorbancia a 666 y 470 nm en un espectrofotémetro UV/VIS marca Perkin Elmer,
modelo Lambda 25. EI contenido especifico de clorofila a y carotenoides se determind
utilizando las férmulas de coeficiente de extincidn reportadas por Herniques et al. en 2007:

Clorofila a (ug/mL) = ABS 666nm*15.65
Carotenoides totales (ug/mL) = [((1000 *ABS 470nm)) — ((44.76*ABS 666nm) / (222))]

6.4.3 Determinacion de la actividad metabdlica por oximetria

La determinacion de la actividad metabolica se realizd con un oximetro de la marca
Oxygraph, Hansatech ®, U.K a 30 °C mediante un bafio de agua circulante. Transcurrido el
tiempo de exposicion al NH4Cl, se tom6 una muestra directa de 3 mL de células de A. maxima
de cada tratamiento experimental, la cual se diluyé en 10 mL de medio Zarrouk Y2, para
después centrifugarse a 3,000 rpm por 1 minuto. El sobrenadante se elimind y la pastilla se
resuspendio en 2 mL de medio Zarrouk completo.

La tasa fotosintética se calcul6 como liberacion de oxigeno y se obtuvo iluminando la
muestra con luz blanca actinica (400-700 nm) durante 1 minuto, utilizando con flujo foténico
de 200 umoles.m?s, mientras que la tasa respiratoria se determind como consumo de
oxigeno inmediatamente después de haber transcurrido en tiempo de iluminacion, apagando
la luz por 1.5 min. La velocidad de produccion de oxigeno se registr6 como una pendiente
positiva, mientras que la velocidad de consumo de oxigeno se registr6 como una pendiente
negativa. Estas pendientes se obtuvieron en un intervalo de tiempo de 10 minutos para cada
tratamiento experimental (n=4). Una vez obtenidos los valores de las pendientes, se
relacionaron con el volumen tomado y el contenido volumétrico de clorofila total para
obtener los nanomoles de oxigeno por mg de clorofila total liberados o consumidos por 1
minuto (nmoles O2/mgChl total. min).
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6.4.4 Determinacion de la actividad fotosintética por emision fluorescencia de la
clorofila a del fotosistema II: cinética rapida de fluorescencia y parametros de la
prueba OJIP

La emision polifasica de la fluorescencia de la Chl a en el fotosistema Il (PSII) de muestras
acondicionadas a la oscuridad (n=4) se midi6 utilizando un fluorometro portatil marca
Handy-PEA, acoplado a la cdmara para fase liquida HPEA/LPA (Hansatech ®, UK). Los
pardmetros medidos, asi como su interpretacion, se obtuvieron mediante el analisis de la
prueba de OJIP (Van Heerden et al., 2007; Stirbet et al., 2020). A partir de las sefiales
experimentales, se recabaron distintos valores de flujo de energia y productos cuénticos para
el analisis del transporte electronico en la cadena fotosintética (Tabla 1). La interpretacion
de estos datos se realizd con el programa Handy-PEA desarrollado por la compafiia
Hansatech ®, U.K.

Para el analisis, se realizaron diez diluciones ajustadas a una absorbancia de 0.5 a 750 nm y
con un volumen de 2 mL por tratamiento experimental (n=4). Las muestras se dejaron 30
minutos en la oscuridad para provocar la oxidacion de todos los componentes de la cadena
transportadora de electrones fotosintética. Posteriormente, se irradiaron con luz roja saturante
(660 nm, 3000 pmoles. m?s?), y la emision de fluorescencia se registré a través de un
detector con filtro de corte para emision a 685 nm. Los valores de la fluorescencia minima
(Fo a los 50 ps), la fluorescencia maxima (Fm) y la fluorescencia variable (Fv= Fm-Fo) se
registraron automaticamente por el fluorometro. Los datos se interpretaron a través de
diferentes parametros (Tabla 1) segun el andlisis de la prueba de OJIP (Van Heerden et al.,
2007; Stirbet et al., 2020).

Los datos registrados en el fluorémetro se procesaron con el programa PEA-Plus (Hansatech
®, U. K), y posteriormente se exportaron en un archivo de Excel con todos los parametros
calculados, asi como con los valores de fluorescencia de la cinética, y también con una
extension “.han” para ser procesados en el programa BiolyzerHP3.

Los flujos de energia se calcularon utilizando los centros de reaccion (RC), los cuales se
miden a partir del inicio de la emisioén de la fluorescencia en el tiempo cero. Esto implica
tomar en cuenta la pendiente inicial de la cinética de la fluorescencia (Mo) y el valor de la
fluorescencia variable a los 2 ms (Vj). Cuando estos flujos especificos son expresados
considerando la velocidad inicial de la fluorescencia (Mo), el valor de la fluorescencia
variable, y los valores de la fluorescencia variable (Fv= Fo-Fm) y méxima (Fm), de acuerdo
con el modelo de flujo de energia (Strasser y Strasser, 1995), se obtienen los productos
cuanticos maximos y las probabilidades de transporte entre cada componente de la cadena
transportadora de electrones:

¢@Po - Producto cuantico maximo de la fotoquimica primaria. ¢@Po = (1-Fo/Fm).

Yo - Probabilidad de que un exciton atrapado mueva un electron del fotosistema 11 (Qa) a
los acarreadores intermedios (Qs-Citbs/f-PC). Wo =1 [(Fj - Fo) / (Fm - Fo)]

¢Eo - Producto cuantico maximo para la reduccion de los acarreadores intermedios
¢Eo = (1- Fo/Fm).
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6Ro - Probabilidad de que un exciton atrapado mueva un electron después de los
acarredores intermedios (Qg-Cit be/f-PC) a los finales PSI-Fd
Yo =1 [(Fj-Fo)/(Fm - Fo)]
¢Eo - Producto cuéntico maximo para la reduccion de los acarreadores finales
dRo =[1- ((Fi- Fo) / (Fm- Fo))}/ 1- ((Fj - Fo) / (Fm- Fo))]
¢DIo - Producto maximo de disipacion energética como calor ¢DIo = (1- ¢Po)

Tabla 3. Parametros y relaciones de flujo para el andlisis de la fluorescencia

Parametro

Abreviacion

Férmula

Parametros técnicos

Fluorescencia a 50 um

Fo

Fluorescencia méaxima

Fwm

Fluorescencia variable

Fv

Fu - Fo

Pendiente desde el origen de
la fluorescencia

Mo

4*(F 300us - Fo) / (Fm - Fo)

Fluorescencia variable a 2 ms

V;

(Fs-Fo)/ (Fm-Fo)

Fluorescencia variable a 20ms

Vi

(Fi-Fo) / (Fm - Fo)

Productos cuanticos y eficiencias

Producto cuantico maximo de

la fotoquimica primaria

®PO

TRo/ABS= (Fm - Fo) / Fm

Eficiencia para que un
excitdn atrapado en Qa
mueva un electrén hacia Qg

Yo

ETo/TRo=1- V;

Producto cuantico maximo
para el transporte de
electrones del PSII hacia
acarreadores intermedios

oEo

oPo*Yo

Eficiencia para el transporte
electrénico desde los
acarreadores intermedios a
los finales en PSI

ORo

(1-V)/(1-Vy)

Producto cuantico maximo
para el transporte de
electrones desde PSII hasta
los acarreadores finales en
PSI

¢oRo

1-( Fo/Fwm))]

Indices vitales

indice de rendimiento total

Pl total

= [ RC/ABS] [ 9Po/(1- pPo)] [ Po/1- Po] [6R0/1- BR0]

Namero de centros de RC/ABS = (1 - Fo/lFm) I (MolVj)
reaccion activos de PSI|
Fraccion de complejos CLO = [1- (Vk/Vilexperimental / [1- (Mk/V 3] estigo

liberadores de oxigeno
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6.5 Analisis estadistico

Las variables de respuesta se analizaron mediante un Analisis de Varianza (ANOVA)
unifactorial y las pruebas de Tukey para conocer las diferencias estadisticamente
significativas utilizando el paquete estadistico SAS®.

7. Resultados y discusion

7.1 Crecimiento

La Fig. 4, muestra el efecto del NH4Cl en el crecimiento de A. maxima a los 5 dias de
exposicién. Como se puede observar, hay una tendencia al incremento en valor medio del
crecimiento expresado en g.PS. L, sin diferencias significativas respecto al control en la
concentracion de 100 mg. L. Sin embargo, a partir de 200 mg. L el valor medio del
crecimiento comienza a disminuir sin diferencias significativas hasta 300 mg. L. Las
diferencias significativas (p < 0.05) se encontraron a partir de 400 mg. L, en donde el
crecimiento disminuyd 16.66%, mientras que en la maxima concentracion probada de
NH.CI, disminuy¢ 33.55%,

A. maxima tiene la capacidad de crecer en condiciones autotroficas, heterotréficas y
mixotréficas. Las condiciones autotroficas utilizadas en este experimento establecen que el
crecimiento depende exclusivamente de la actividad fotosintética. EI CO2 en cada una de las
unidades experimentales fue suplementando a través del flujo la aeracion continua (200 mL/
minuto). Ademas, se agregaron 16 g. L de bicarbonato de sodio (NaHCO3) en el medio de
cultivo.

En este sentido, A. maxima utiliza el CO>, que proviene de la reaccion quimica del NaHCOs,
como fuente de carbono, y lo incorpora a moléculas organicas para formar azlcares y con
ello generar biomasa. Las células absorben energia luminosa, la transforman en energia
quimica, y luego la utilizan para fijar el CO2 suplementado en el medio de cultivo

Marquez et al. en 1993 y Vonshak et al. en el 2000, mencionan que el crecimiento de A.
platensis es resultado de la combinacién del crecimiento fotoautétrofo por la actividad
fotosintética en la fase fotoquimica, y la actividad respiratoria heter6trofa dependiente del
carbono organico en la fase biosintética, lo cual estd directamente relacionado con la
concentracion de pigmentos fotosintéticos (Prabhath et al., 2022).

ElI NaHCOz es incorporado al interior de la célula a traves de un transportador especifico para
que la enzima anhidrasa carbonica (EC 4.2.1.1) descomponga el bicarbonato (HCOz3™) en
CO2 + H20 (Supuran, 2016). Cuando el NaHCO:s ingresa a la célula, el ion sodio (Na*) se
disocia y queda en el medio intracelular como parte del equilibrio i6nico de la célula.
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Una molécula de CO; resultante se combina con una de ribulosa-1,5-disfosfato (RuBP). Este
paso produce un compuesto de seis carbonos altamente inestable que se divide casi de
inmediato en dos moléculas de 3- fosfoglicerato (3-PGA) mediante la accion de la enzima
Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo-EC 4.1.1.39). Las moléculas de 3-
PGA se convierten en gliceraldehido-3-fosfato (G3P) a través de una serie de reacciones que
utilizan el ATP y el NADPH producidos en la fase fotoquimica de la fotosintesis.

Parte del G3P sintetizado se emplea para dar origen a carbohidratos complejos, como la
glucosa, y otras biomoléculas necesarias para la formacion de nuevas células, mientras que

el resto se reutiliza para generar RuBP, que es la molécula aceptora del CO- en la etapa
inicial.

Esta serie de reacciones constituyen el Ciclo de Calvin-Benson. Una de las funciones mas
importantes de este proceso es el almacenamiento de energia en los carbohidratos, la cual
utilizan para aumentar biomasa, que se refleja como crecimiento (Fig. 4) (Stirbet et al., 2020).
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Figura 4. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre el
crecimiento de A. maxima a los cinco dias de exposicion. Las letras
sobre cada barra indican diferencias significativas segun la prueba
Tukey p < 0.05 (n=4).

El efecto del NH4Cl en la tasa de crecimiento relativo se muestra en la Fig. 5. Este pardmetro
representa el incremento de biomasa por unidad de masa (g) a las 120h de exposicion de A.
maxima a las diferentes concentraciones de NH4Cl. Como se puede observar, A. maxima es
capaz de crecer sin tener un cambio significativo en el valor medio de la tasa de crecimiento
relativo respecto al control en el intervalo de 100 a 300 mg. L™ de NH4CI. No obstante, a
partir de 400 mg. L™ hay una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.05) en el valor
medio de la tasa de crecimiento respecto al control de 9.2%, mientras que para 500 mg. L
la velocidad de crecimiento disminuye 20.85% (p < 0.05) respecto al control.
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Figura 5. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre la
tasa de crecimiento relativo (u) de A. maxima a los cinco dias de
exposicion. Las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n=4).

Asi mismo, el efecto negativo del NH4Cl se manifiesta en un aumento significativo (p < 0.05)
en el valor medio del tiempo de duplicacion poblacional (Fig. 6) a partir de 400 mg. L, de
10.30%, mientras que en 500 mg. L el valor promedio del tiempo de duplicacion
poblacional aumento significativamente 26.48% respecto a control. En el intervalo de 100 a
300 mg. L't de NH4CI, el valor medio del tiempo de duplicacion poblacional no tuvo un
cambio significativo respecto al control.

El valor medio de duplicacion en las muestras control fue de 42.5 horas, mientras que a 400
mg. Lt de NH4CI, aument6 a 46.9 horas, es decir un incremento de 4.38 horas equivalente
al 10.3% con respecto al control, mientras que en 500 mg. Lt el valor promedio aumenté a
53.78 horas, es decir 11.26 horas, equivalente a un incremento del 26.48%.
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Figura 6. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre la
tasa de duplicacion de A. maxima a los cinco dias de exposicion. Las
letras sobre cada barra indican diferencias significativas segun la prueba
Tukey p < 0.05 (n=4).

La respuestas fisiologicas y bioquimicas de cualquier organismo, incluidas las
cianobacterias, estan muy influenciadas por los parametros fisicoquimicos y nutricionales de
su entorno (Singh et al., 2021). La biosintesis de distintos metabolitos depende de la especie
de cianobacteria y esta influenciada por las condiciones impuestas en el medio de cultivo,
como las desviaciones en los valores de salinidad, temperatura, disponibilidad de nitrégeno
e intensidad luminica (Gouveia et al., 1996; Prabhath et al., 2022).

Es importante mencionar que, en el presente estudio, no se elimin6 el NO3™ del medio de
cultivo Zarrouk de ninguno de los tratamientos experimentales, por lo que ambas fuentes de
nitrégeno inorganico estuvieron disponibles para su asimilacion. Agregar fuentes exogenas
de nitrégeno ayuda a contrarrestar los efectos de ciertos tipos de estrés abiotico. Ademas, se
tiene evidencia de que el uso de una fuente de nitrégeno en forma de NOs evita la deficiencia
de este elemento en el medio de cultivo, mientras que el NH4Cl reduce las demandas de este
nutriente y mejora el crecimiento celular (Rodrigues et al., 2010).

Sin embargo, la respuesta de las cianobacterias al NH4* es variable ya que, dependiendo de
su disponibilidad en el medio de cultivo, el crecimiento puede incrementar o disminuir. Por
esta razon, se categoriza como un nutriente paradojico (Britto y Kronzucker 2002).

Una revision de la literatura sobre el efecto del NHs" en el crecimiento de la clase
Cyanophyceae sugiere que la concentracion media 6ptima de este ion es de 133.72 mg. L,
mientras que su tolerancia a niveles toxicos alcanza hasta los 695.37 mg/L (Collos y
Harrison, 2014). Esto se debe a que las cianobacterias son relativamente tolerantes a altas
concentraciones de NH4" en comparacién con algas eucariotas (Errat et al., 2018).
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Tan et al. en 2019, descubrieron que las tasas de crecimiento de M. aeruginosa y
Synechococcus sp. fueron mas rapidas cuando se cultivaron en NH4Cl en comparacion a las
que se cultivaron en nitrato de sodio (NaNOs), particularmente para Synechococcus sp.

Se ha demostrado que las cianobacterias prefieren utilizar el NH4™ como fuente de nitrégeno
inorgénico (Dokulil y Teubner, 2000; Herrero et al., 2001; Finlay et al., 2010; Glibert et al.,
2016) debido a la baja demanda energética que representa su metabolizacién intracelular
(Dugdale et al., 2007; Paerl et al., 2011; Zhang et al., 2018). Sin embargo, concentraciones
elevadas inhiben su crecimiento, pues a una mayor disponibilidad funciona como un agente
de sefializacion negativa, lo que ocasiona un efecto adverso en la absorcion y asimilacion de
si mismo (Britto y Kronzucker, 2002; Collos y Harrison, 2014; Dai et al., 2012).

También, se ha demostrado que la cianobacteria Synechocystis 6803, puede crecer en
concentraciones de hasta 1,250 mg NH4*-L™! en cuyo caso hubo una disminucion en la tasa
de crecimiento del 52%, mientras que para las concentraciones de 750 y 500 mg NH4*-L,
las tasas de crecimiento disminuyeron 18% y 4% respectivamente (Canizales et al., 2021).

Este hallazgo coincide con los resultados obtenidos en la presente investigacion, donde la
concentracion mas alta de NH4Cl aplicada fue de 500 mg. L, bajo una intensidad luminica
de 250 umoles fotones. m2s? y utilizando botellas cilindricas de 8.7 cm de didmetro. Los
cambios tanto en la intensidad de luz como en su trayectoria ejercen un efecto sobre el grado
de inhibicion en el cultivo. Es importante sefialar que la inhibicion inducida por amonio
puede incrementar con la intensidad de luz (Drath et al., 2008).

La inhibicion del crecimiento o incluso la muerte celular pueden producirse cuando se
utilizan el NOs y NH4* como fuentes de nitrogeno a altas concentraciones, debido a la
toxicidad del amonio (Carvalho et al., 2004). De acuerdo con Canizales et al. en 2021, las
altas concentraciones de nitrégeno inorganico en forma de NHs" pueden inhibir el
crecimiento de A. maxima. ya que, cuando hay un exceso de este ion en la célula, es expulsado
al medio externo creando periédicamente condiciones &cidas inadecuadas para el crecimiento
(Mackerras y Smith, 1986; Sakamoto et al., 1998).

7.2 Pigmentos fotosintéticos

Después de 5 dias de crecimiento en presencia de NH4Cl, se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) en el contenido de pigmentos fotosintéticos unicamente en la
concentracion de 500 mg. L.

La Fig.7 muestra el efecto del NH4Cl en contenido especifico de Chl a (mg. g* PS). Como
se puede observar, este parametro no mostré cambios en el rango de concentraciones 100 -
400 mg. L%, Sin embargo, se not6 una disminucion significativa (p < 0.05), de 17.42% en
comparacion al control cuando se aplicaron 500 mg. L™ de NH4CI.
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Figura 7. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre la
cantidad de Chl a por peso seco de A. maxima a los cinco dias de

exposicion. Las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n= 4).

El contenido especifico de carotenoides totales (mg. g™ PS) se muestra en la Fig.8. El efecto
del NH4Cl en esta variable es similar al que se obtuvo en el contenido de Chl a. A los cinco
dias de exposicidn, el valor medio de este pigmento por biomasa seca permanece estable en
el rango de concentraciones de 100 - 400 mg. L%, mientras que en la concentracion de 500
mg. L disminuye significativamente (p < 0.05) 10.61% respecto al control.

Los resultados sobre efecto del NH4Cl en el contenido celular de Chl a'y carotenoides totales
sugieren que su sintesis o incorporacion en los sistemas recolectores de luz (ficobilisomas y
complejos antena) de A. maxima Unicamente se ve afectada por la maxima concentracion de
NH4ClI probada.

Sin embargo, esta forma de nitrdgeno es ligeramente mas tdxica para el contenido de Chl a
que para el contenido de carotenoides totales, lo cual nos indica que las rutas metabdlicas de
ambos pigmentos 0 su incorporacion en los sistemas recolectores de luz son afectadas de
manera distinta por el NH4Cl.

La Chl a es el principal pigmento tetrapirrolico ciclico que contribuye a la fotosintesis en
cianobacterias, ya que esta presente tanto en los complejos antena como en los RC de los
PSIly PSI (Pandey et al., 2022). Sus funciones principales incluyen la capturay transferencia
luminica. Un par especial participa en el primer evento de transferencia de electrones hacia
los fotosistemas (Fujita y Yamakawa, 2017) y la separacion de cargas dentro de los
fotosistemas. (Sobotka, 2014). Su concentracion rara vez cambia si se tienen condiciones
luminicas adecuadas que suplan el requerimiento fotonico (Luimstra et al., 2019).
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Por su parte, los Car son moléculas tetraterpenoides lipofilicas compuestas por una cadena
hidrocarbonada de C40 formada por ocho unidades de isoprenoides y una serie de dobles
enlaces conjugados (Hirschberg y Chamovitz, 1994 ;Pagels et al., 2021) que desempefian
diversas funciones en la fotosintesis, entre las que destacan la captacion de luz, la proteccién
contra el dafio fotooxidativo (Prabhath et al., 2022), y la estabilizacion y ensamblaje de
complejos proteicos en la membrana tilacoidal (Domonkos et al., 2013). No obstante, sus
atribuciones mas relevantes incluyen la capacidad para disipar el exceso de energia luminica
y combatir las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Pagels et al., 2021; Pandey et al., 2022)

Aunque la sintesis de Chl a 'y Car en cianobacterias ocurre en la membrana tilacoidal, ambos
procesos siguen distintas rutas metabolicas. La formacion de Chl a es un proceso altamente
conservado y regulado que comienza con la produccién de &cido 5-aminolevulinico (ALA),
un precursor clave que se comparte en la fabricacion de varios pigmentos tetrapirrdlicos
(Sobotka, 2014). El ALA se sintetiza mediante la via C5 a partir del Glu (Fujitay Yamakawa,
2017). En contraste, los terpenoides, como los carotenoides, se sintetizan a partir de la via
del del metileritritol-fosfato (MEP), en la que el G3P y el piruvato (Pyr) producidos en la
fotosintesis se utilizan como sustratos (Pattanaik y Lindberg, 2015).

Para la formacion del ALA, el Glu se reduce a glutamil-tRNA, seguido por su conversion a
glutamato-1-semialdehido mediante la catélisis de la enzima glutamil- tRNA reductasa
(HemA). Finalmente, el glutamato-1-semialdehido se transforma en ALA a través de una
reaccion de transaminacion (Fujita'y Yamakawa, 2017).

A partir del ALA, la ruta progresa en tres etapas principales: (1) la formacion del
uroporfirindgeno 111 (Urogen), (2) la conversion de esta molécula a protoporfirina IX (Proto),
y (3) la incorporacion de Mg en la protoporfirina 1X para formar la base de clorofila (Mg-
protoporfirina 1X) (Yamatani et al., 2022). En este Gltimo paso, mas de 20 enzimas
especificas como la Mg quelatasa (MgCh) y la protoclorofilida oxidoreductasa (LPOR)
completan la sintesis de Chl a (Sobotka, 2014).

La via del MEP comienza con la condensacion de G3P y Pyr. Este paso inicial da lugar a una
serie de reacciones enzimaticas dependientes de NADPH y ATP que forman de manera
secuencial cinco intermediarios clave. Como resultado de este proceso, se forman los dos
precursores isoprenoides fundamentales para la sintesis de terpenoides: el pirofosfato
isopentenilo (IPP) y el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) (Domonkos et al., 2013;
Pattanaik y Lindberg, 2015). Posteriormente, IPP y DMAPP se combinan a través de
reacciones de elongacion de cadena para generar diferentes polimeros hasta formar
pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP) (Liang et al., 2006). A partir de este punto, comienza
la ruta biosintética compleja conocida como carotenogénesis, la cual esta regulada por genes
que codifican cuatro grupos de enzimas: sintasas, desaturasas, ciclasas e hidroxilasas (Pagels
etal., 2021).
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dias de exposicion. Las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n= 4).

Tanto la temperatura como el pH ejercen una gran influencia en el metabolismo de las
cianobacterias afectando la absorcion de nutrientes y la solubilidad del COz en el medio de
cultivo. Estos factores también pueden modificar la actividad enzimaética y, en consecuencia,
las vias metabolicas del organismo (Pagels et al., 2021). Ademas, en plantas, algas y
cianobacterias, el contenido de Chl a 'y Car varia considerablemente segun las condiciones
de crecimiento (Hirschberg y Chamovitz, 1994).

En una investigacion realizada por Tian et al. en 2021, se observo una inhibicion significativa
en la densidad poblacional y en la sintesis de pigmentos de Rhodopseumonas palustris con
una concentracion de NH4-N de 6,000 mg. L. Como resultado de estos hallazgos, se sugirié
afiadir como maxima concentracion en el medio de cultivo hasta 1,000 mg. L™ de NH4-N.

En otro estudio realizado por Wang et al. en 2014, donde probaron el efecto del NH4*-N en
el contenido de clorofila y Car de Lemna minor, los resultados mostraron que
concentraciones entre 280 y 840 mg. L' de NH4*-N contribuyeron a una disminucion
significativa en el contenido de estos pigmentos.

Singh et al. en 2021, observaron que las concentraciones de NH4Cl 53.49 mg. Ly 267.45
mg. L resultaron toxicas para Anabaena sp. HKAR-7, por lo que tuvieron un efecto negativo
en el contenido de Chl a. En contraste, en el presente estudio A. maxima mostro tolerancia a
concentraciones de 100-500 mg. L. Esto puede atribuirse a la eficiencia en la utilizacion de
nitrégeno o a la produccién de pigmentos como la ficocianina, que puede tener un efecto
protector frente al estrés oxidativo inducido por el exceso de amonio (Yao et al., 2022).
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Diversas investigaciones han demostrado que la reduccion del contenido de Chl a en
condiciones ambientales adversas puede estar asociada a tres factores principales: la
sustitucion del &tomo de Mg, la inhibicion de las enzimas responsables de su biosintesis y el
aumento de (ROS) (Chittora et al., 2020).

La sintesis de Chl a es un proceso complejo que implica la coordinacion de precursores
tetrapirrolicos, cofactores y enzimas sensibles tanto al estrés oxidativo como a la alteracion
en el gradiente electroquimico. Dado que el nitrégeno es un componente fundamental de la
molécula de clorofila, su disponibilidad desempefia un papel crucial en la sintesis de este
pigmento. Rodrigues et al. en 2010 reportaron que el contenido de clorofila de la biomasa de
A. platensis depende de la composicion del medio, particularmente del tipo y cantidad de la
fuente de nitrogeno disponible.

El exceso de NH4Cl puede desencadenar alteraciones metabdlicas al inducir estrés oxidativo
y cambios en el pH intracelular, lo que genera un incremento en la demanda energética con
el fin de reparar dafios celulares y mantener o restablecer el gradiente electroquimico. Esto
afecta la disponibilidad de intermediarios metabdlicos necesarios para la sintesis de Glu y
glicina (Gly), ambos compuestos clave en la via tetrapirrélica.

Ademas, el NH4Cl es capaz de interferir con la regulacion enzimatica y con la incorporacion
de Mg en la molécula de Chl a, ya que enzimas como la HemA y la MgCh dependen de un
pH intracelular éptimo para funcionar eficientemente (Rissler et al., 2002).

La produccion de ROS es una consecuencia inherente al transporte electronico fotosintético
y respiratorio (Robles-Rengel et al., 2019). No obstante, el exceso de estas moléculas
inestables tiende a dafiar proteinas involucradas en la sintesis de clorofila o en su ensamblaje
dentro de los ficobilisomas y los complejos antena (Chittora et al., 2020).

La exposicion a concentraciones elevadas de NH4Cl representa un desafio fisioldgico, ya que
puede afectar procesos fundamentales como el transporte electrénico y el metabolismo del
nitrégeno. Ambas alteraciones estan relacionadas con el incremento en la generacién de
ROS.

Por un lado, la interconversion de NH4*/NHs modifica los gradientes electroquimicos. Tal
situacion compromete el equilibrio energético y perturba la eficiencia en la transferencia de
electrones. Un ejemplo es la reduccion inadecuada del O puede conducir la formacion de
ROS, como el anién superoxido (O2).

Por otro lado, el exceso de NH4" incrementa la actividad de enzimas que intervienen en el
metabolismo del nitrogeno, como la GS y la Nar. La GS aumenta su actividad para intentar
asimilar todo el NH4". Esta mayor demanda energética tiende a desestabilizar el
funcionamiento optimo de ambas cadenas transportadoras de electrones, lo cual promueve
un desequilibrio redox que potencia la generacion de ROS (Liu y von Wirén, 2017). A su
vez, la Nar contribuye al estrés oxidativo al producir subproductos redox, incluidos ROS,
durante su funcionamiento.

38



En las condiciones antes descritas, el sistema metabdlico prioriza el uso de NADPH y ATP
hacia la produccion de antioxidantes, lo que limita su disponibilidad para la sintesis de
pigmentos fotosintéticos y otras moléculas.

Esta redireccion, sumada a la acumulacion de mecanismos de estrés asociados afecta
negativamente el crecimiento celular al disminuir la eficiencia metabdlica y la capacidad
biosintética. Como resultado, se ven comprometidos comprometiendo procesos
fundamentales como la sintesis de pigmentos fotosintéticos, la fotosintesis, la respiracion
celular y el ensamblaje de proteinas funcionales.

La diferencia en la disminucidon de las concentraciones de Chl a'y Car (10.61% en Chl a'y
17.42% en Car), se puede atribuir a sus vias de sintesis y funciones. En comparacion con la
Chl a, los Car se sintetizan a partir de la ruta del MEP, que es mas directa y menos
dependiente de la disponibilidad de nitrégeno. Ademas, los Car es desempefian una funcién
clave como antioxidantes no enzimaticos. Esta propiedad le confiere mayor resistencia al
dafio oxidativo, lo que podria explicar su menor afectacion bajo las mismas condiciones
experimentales.

7.3 Analisis de la actividad metabolica a través del consumo y liberacion de oxigeno en
presencia de NH4Cl

El efecto del NH4Cl en la actividad respiratoria determinada por consumo de oxigeno se
muestra en la Fig. 9.
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Figura 9. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre el
consumo de oxigeno (respiracion) de A. maxima a los cinco dias de

exposicion. Las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n= 4).

Los resultados sefialan que en el intervalo de 100 a 300 mg. L%, no se presentaron diferencias
significativas en el valor medio del consumo de oxigeno respecto al control. La respiracion
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aumentd significativamente (p < 0.05) 25.31% y 56.37% en 400 y 500 mg. L*
respectivamente después de cinco dias de exposicion.

En cuanto al efecto del NH4ClI en la actividad fotosintética determinada por liberacion de
oxigeno y representada en la Fig. 10 como produccién de oxigeno entre unidad de Chl a'y
tiempo. Se observa un aumento progresivo (p < 0.05) en el valor medio correspondiente a la
liberacion de oxigeno a partir de la dosis de 400mg/L conforme incremento la concentracion
de NH4Cl en el medio de cultivo: 24.04% y 57.35% para 400 y 500 mg. L™ respectivamente.
En contraste, para los tratamientos experimentales de 100, 200 y 300 mg. L2, no se encontré
un cambio estadisticamente significativo en el valor medio de la liberacién de oxigeno
respecto al control después de cinco dias de exposicion.
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Figura 10. Efecto de las concentraciones de NH4ClI (mg. L) sobre la
liberacion de oxigeno (fotosintesis) de A. maxima a los cinco dias de
exposicion. Las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n= 4).

A diferencia de los cloroplastos y las mitocondrias de las algas eucariotas, donde las cadenas
transportadoras de electrones fotosintéticas y respiratorias se encuentran separadas por sus
respectivos organelos, en cianobacterias como las del género Arthrospira, ambos procesos
se realizan en su membrana interna, denominada membrana tilacoidal). Esta configuracion
permite que interacten y compartan varios componentes (Fig. 11) como el acarreador
plastoquinona (PQ), el complejo Cyt bs/f, y transportadores solubles en el lumen tales como
la plastocianina (PC) y el citocromo ce (Cyt ce) (Vermaas, 2001; Stirbet et al., 2019; Pandey
etal., 2024).

Por ende, las dos rutas metabolicas se ven afectadas si hay alteraciones en la membrana
tilacoidal o en alguno de los transportadores electronicos que comparten (Manoj et al., 2020;
Song et al., 2022).
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Figura 11. Diagrama esquematico del transporte electronico
fotosintético y respiratorio en la membrana tilacoidal de A. maxima
(Adaptado de Stirbet et al., 2019).

Los resultados de esta investigacion referentes al consumo de oxigeno coinciden con lo
obtenido por Dai et al. en 2008, donde encontraron un aumento significativo en la tasa
respiratoria al exponer por 96 horas a Nostoc sp. a concentraciones de 267.45 mg. L1y 534.91
mg. L*de NH4CI. El aumento de la tasa fue de 246% y 384% respectivamente en esta
cianobacteria. Resultados similares fueron descubiertos en el alga verde Selenastrum
minutum (Turpin et al., 1990; Mohanty et al., 1991) y en la planta de cebada (Britto et al.,
2001; Kronzucker et al., 2001), donde la asimilaciéon de NH4* incrementé la respiracion
celular.

Con la finalidad de encontrar una explicacion al incremento en la tasa respiratoria se
presentan tres hipotesis: (1) La primera propone que el NHz se acumula internamente como
NH4" y posteriormente se utiliza para acelerar la sintesis de aminoacidos, lo que aumenta el
suministro de NADH>, que es el sustrato para la actividad respiratoria (Post, 1993). (2) La
segunda plantea que este fendmeno surgi6 para satisfacer el aumento en la demanda de
esqueletos de carbono necesarios para la asimilacion de NH4™, la sintesis de aminoécidos y
otros compuestos nitrogenados, y la eliminacion del exceso de NH4™. (Dai et al., 2008). (3)
La ultima hipotesis sugiere que la entrada de NHs a la membrana tilacoidal podria ser
responsable del aumento en la tasa de consumo de O, al actuar como un agente desacoplante
del potencial electro-proton motriz. Esto se debe a que la energia generada por el gradiente
se utiliza en la conversion de NHz en NH4* (Post, 1993).

Post en 1993 demostré que las tasas de consumo de oxigeno por Chlorella vulgaris se
estimularon al adicionar 534.91 mg. L en el medio de cultivo. Aparentemente, la creciente
conversion de NH4* en NH3 a pH mas alcalino (pK 9.3) ocasioné una mayor actividad
respiratoria. Las células pueden regular su pH interno cuando el medio externo es alcalino a
través de una bomba de protones (H*) impulsada por una ATP synthase, la cual se ubica en
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la membrana citoplasmatica. Dicha bomba debe funcionar como un sistema antiporte. El
principal candidato para este mecanismo es Na*/H™, que crearia una configuracion similar a
la encontrada en E. coli (Schuldiner, 1993 y Padan), donde un antiportador Na*/H* introduce
dos protones (H*) por cada Na* (Taglicht et al., 1993). En tal configuracion, la adicion de
NH4* se acumula en el citoplasma provocando un colapso en el gradiente de pH. Como
resultado, la actividad respiratoria se incrementa para restaurarlo (Post, 1993).
Aparentemente, la creciente conversion de NH4™ en NHs a pH mas alcalino (pK 9.3) ocasiond
una mayor actividad respiratoria.

No obstante, de manera contrastante con los resultados obtenidos en esta investigacion, la
literatura consultada respecto al efecto del NH4*/NHs en la liberacion de oxigeno sugiere una
disminucion en la tasa fotosintética al agregar NH4Cl en medio de cultivo.

Markou et al. en 2016, sefialan que, en medios acuosos empleados para el cultivo de
microalgas o cianobacterias, el amonio se encuentra en dos formas: el catién protonado
(amonio) NHs" y el gas NHs (amoniaco libre). El equilibrio entre ambas depende
principalmente del pH de la disolucion. En cultivos sin regulacion de este parametro, las
variaciones de pH pueden ser réapidas, especialmente durante el dia debido a la actividad
fotosintética, que aumenta la alcalinidad del medio.

Lo anterior esta relacionado con el pKa del sistema NH4*/NH3 que es 9.25. Esto significa que
a pH < 9.25 predomina el NH4", mientras que a pH > 9.25 es el NHs. Asi, a un pH
aproximadamente de 9, la toxicidad se atribuye al NHs, mientras que a un pH menor cualquier
efecto tdxico se asocia con el NHy4".

Entre el NH4" y el NHs, este Gltimo se considera como el tipo de nitrégeno amoniacal méas
toxico, y tiene un impacto directo en el aparato fotosintético. Una de las razones que explican
su toxicidad es que se difunde pasivamente por la membrana celular y su tasa de absorcion
no puede ser regulada, lo que genera altas concentraciones intracelulares de NH4*/NHs. En
contraste, el NH4™ no se difunde a través de la membrana celular y su tasa de absorcién puede
ser regulada por las células (Markou et al., 2016).

Referente al mecanismo de toxicidad del sistema NHs*/NHs sobre el metabolismo
fotosintético, se identifican dos principales formas de accion: 1) el NHz afecta al complejo
liberador de oxigeno (CLO) del PSII cuando se une competitivamente como un analogo
estructural del agua. Esta interaccién provoca que un ligando de agua sea desplazado del
complejo MnsOsCa por el NHs, lo cual reduce la tasa de oxidacion del agua e interfiere con
la formacion de O2 (Pérez et al., 2013; Oyala et al., 2015); 2) el NH3z se difunde a traves de
la membrana al interior del tilacoide, y afecta el componente ApH perteneciente a la fuerza
proton-motriz (pmf) (Markou et al., 2016).

La pmf es un gradiente electroquimico que acopla las reacciones del transporte electronico
con la sintesis de ATP. Esta constituida por dos componentes, uno es el gradiente de protones
(ApH), y el otro es el potencial eléctrico (AW). Este Gltimo se produce por la acumulacion de
cargas positivas resultado la entrada de protones (H*) y la salida de iones negativos del lumen
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del tilacoide (Markou et al., 2016; Lyu y Lazar, 2017; Stirbet et al., 2020; Nikkanen et al.,
2021).

En cianobacterias, el ApH de la membrana tilacoidal se genera mediante tres mecanismos
principales: 1) la fotdlisis del agua, 2) el bombeo de protones (H") durante el transporte
electrénico a través del complejo Cyt be/f, especificamente en el Ciclo Q, donde los
electrones se transfieren desde el plastoquinol (PQH:) hacia el Cyt be/f, y 3) el bombeo de
protones (H*) que realiza el complejo NDH-1 y la citocromo ¢ oxidasa (Cox) (Lyu y Lazér,
2017; Nikkanen et al., 2021).

Adicionalmente, el consumo de protones (H") en el citoplasma provocado por procesos como
el ciclo de Mehler y el consumo respiratorio de O> por oxidasas terminales respiratorias
(RTO), contribuyen a la formacion de ApH (Nikkanen et al., 2021). Sin embargo, el ciclo de
Mehler esta estrechamente relacionado con la generacion de ROS (Latifi et al., 2009).

La Fig. 12. ilustra el proceso de desacoplamiento metabdlico. En esta investigacion, las
cianobacterias se cultivaron en medio Zarrouk durante 120 h sin control de pH, lo que
ocasiond que este parametro alcanzara valores de hasta 9.85. De acuerdo con el pKa del
sistema NH4/NHs, el NH4* se transformé en NH3 al ser agregado al medio Zarrouk bajo las
condiciones antes mencionadas y probablemente se difundio libremente hacia el citoplasma
celular. Posteriormente, en respuesta a un pH citoplasmatico de entre 7 y 8, parte de ese NH3
se convirtié nuevamente en NH4*, mientras que el NHz3 restante atravesé sin restricciones la
membrana tilacoidal (Belkin y Boussiba, 1991; Markou et al., 2016).
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Figura 12. Representacion grafica de un tricoma de A. maxima que
ilustra el desacoplamiento del ApH en el lumen tilacoidal, provocado
por la conversién del NHs"en NH3 debido a variaciones del pH dentro
y fuera de la célula.
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Una vez que el NHz ingresé al lumen del tilacoide, donde el pH es &cido debido a las
condiciones de iluminacion (valores entre 5 y 6, segun Belkin y Boussiba, 1991), se
transform6 de nuevo en NH4*. Esta conversién consume el gradiente electroquimico de
protones generado por el transporte electrénico, lo que ocasiond una disminucion en la
sintesis de ATP (Markou et al., 2016). En respuesta a la reduccién del ApH, la pmf, se vio
afectada, por lo que la velocidad del transporte electrénico increment6 para compensar la
deficiencia de protones (H") y restituir la sintesis de ATP.

El efecto del NH4Cl encontrado en nuestra investigacion, repercutio negativamente en el
crecimiento a partir de 400 mg. L, pues se observd una reduccion estadisticamente
significativa (p < 0.05) en el valor medio de este parametro en 400 y 500 mg. L%, comparado
con el control (Fig. 4). En contraste, la actividad fotosintética se increment6 (p < 0.05) a estas
mismas concentraciones (Fig. 9).

Para establecer una correlacién entre el crecimiento, medido por peso seco y la actividad
fotosintética, medida por liberacion de oxigeno, se elabord un analisis de regresion lineal.
Los resultados revelaron una correlacién lineal negativa significativa, con un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.983. Este hallazgo confirma que el efecto del NH4Cl en la actividad
fotosintética esté relacionado con el desacoplamiento del ApH.
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Figura 13. Relacion entre el crecimiento y la estimulacion de la
liberacion de oxigeno fotosintético en A. maxima creciendo en
presencia de NH4CI.

Asimismo, se observé que conforme aumentd la concentracion del NH4Cl en los tratamientos
experimentales, la actividad respiratoria incrementd (p < 0.05) en 400 y 500 mg. L. Para
establecer una correlacion entre el crecimiento, medido por peso seco y la actividad
respiratoria, medida por consumo de oxigeno, se elabord un analisis de regresion lineal. Los
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resultados mostraron una correlacion lineal negativa significativa, con un R? de 0.958, lo que
sugiere que el incremento en la actividad respiratoria podria ser una respuesta celular
utilizada para contrarrestar el desacoplamiento del ApH necesario para la sintesis de ATP.
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Figura 14. Relacion entre el crecimiento y la estimulacion del
consumo de oxigeno fotosintético en A. maxima creciendo en presencia
de NH.CI.

La exposicion a NH4Cl en concentraciones de 400 a 500 mg. L™ acelerd tanto la respiracion
como la fotosintesis en A. maxima. Este fendmeno se atribuye a que, en las cianobacterias,
ambos procesos ocurren en la membrana tilacoidal, por lo que se afectan simultaneamente
cuando existe algun tipo de dafio en el aparato fotosintético, en la membrana del tilacoide o
en el ApH que se formo por el transporte electrénico (Fig. 12).

Para corroborar lo anterior, se realiz6 un analisis de regresion lineal entre la actividad
fotosintética y la actividad respiratoria (Fig. 15), encontrandose una correlacion positiva con
un R% de 0.981. Esto sugiere que la exposicion a NH4Cl acelera ambos procesos metabdlicos
de manera similar, y apoya la premisa de que el consumo de protones (H*) provocado por la
conversion de NHzen NH4"en el lumen del tilacoide, tiene un efecto desacoplante que acelera
la respiracion y la fotosintesis en un esfuerzo por restablecer el ApH necesario para la sintesis
de ATP mediante la fotofosforilacion y la fosforilacion oxidativa. No obstante, este
incremento en la actividad metabodlica no se ve reflejando en un aumento de la biomasa.
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Figura 15. Relacion entre la tasa de consumo de oxigeno respiratorio y
la tasa de liberacion de oxigeno fotosintético en A. maxima creciendo
en presencia de NH4Cl.

Las condiciones de cultivo autotrdfico utilizadas en esta investigacion garantizaron que el
crecimiento seria éptimo siempre y cuando la actividad fotosintética fuera eficiente, pues el
incremento de la biomasa celular dependid exclusivamente de este proceso metabolico.

La disminucion en la sintesis de ATP tiene repercusiones directas en el ciclo de Calvin-
Benson, pues la fijacion de una molécula CO: requiere 3 ATP y 2 NADPH (Bhatla y Lal,
2023). La reduccion de la fijacion de CO., conlleva a una disminucion en la produccién de
carbohidratos, lo cual a su vez reduce la disponibilidad de sustratos oxidables para la
respiracion, y, por ende, afecta el crecimiento (Fig. 4).

Ademas, incluso con la presencia de sustratos oxidables disponibles para la respiracion, la
deficiencia en la formacién correcta del ApH necesario para la fosforilacion oxidativa
ocasiona una falta de ATP, impidiendo el correcto desempefio de las funciones celulares.
Esta observacion coincide con la disminucion del crecimiento registrada en las mismas
concentraciones de NH4Cl donde se observé una aceleracién de la respiracion. Se asume que
dicha aceleracidn es el resultado del desacoplamiento del ApH que se requiere para la sintesis
de ATP (Fig. 4).

La caracterizacion del efecto del NH4Cl en la actividad fotosintética de A. maxima se realizd
utilizando la liberacion de oxigeno fotosintético y el crecimiento determinado por biomasa
seca, como indicadores principales de este proceso metabolico. No obstante, esta produccion
de oxigeno fotosintético es un proceso que esta directamente relacionado con la absorcion de
la energia electromagnética y el transporte electronico en la membrana tilacoidal, por lo cual
esta actividad puede ser monitoreada a través de la emision de la fluorescencia de la Chl a
del PSII.
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7.4 Analisis de la actividad fotosintética por emision polifasica de la fluorescencia de la
clorofila a del PSII: cinética rapida de fluorescencia y parametros de la prueba OJIP

Con el objetivo de evaluar el efecto del NH4ClI sobre el transporte electronico en la cadena
fotosintética, se midio la emision de fluorescencia de la Chl a del PSII en muestras pre
acondicionadas a la oscuridad para observar la eficiencia del transporte electronico y la
reduccion de la cadena transportadora de electrones.

En la Fig. 16, se muestra el promedio de las curvas polifasicas en escala de tiempo
logaritmico frente a las unidades de fluorescencia de la Chl a del PSII obtenidas de células
expuestas a NH4Cl por cinco dias. El incremento en emision de fluorescencia de la Chl a es
el reflejo del cierre (reduccion) transitorio de los RC en el tiempo.
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Figura 16. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) en la
cinética de la fluorescencia variable de la Chl a del PSII a los cinco dias
de exposicién. Se indica con letras el nombre de cada fase de acuerdo
con el modelo desarrollado por Strasser y Strasser en 1995. Las curvas
representan el promedio de diez mediciones para cada tratamiento
experimental. El tiempo se encuentra graficado en escala logaritmica.

Como se puede observar en la Fig. 16, el valor de la fluorescencia variable en las diferentes
fases OJIP segun el modelo de Strasser y Strasser en 1995, se reduce ligeramente con el
incremento de NH4Cl en el medio de cultivo.

De ambas fases, el nivel de fluorescencia inicial o minima (Fo) esta relacionada con la
fraccion energética disipada por parte de la antena de manera basal, ya que esta se produce
cuando los RC se encuentran abiertos en un momento tan breve que aceptan excitones sin
que haya una limitante en esta direccion. En tanto, la fluorescencia maxima (Fm) representa
la capacidad de los fotosistemas para la utilizacion de la energia, y se alcanza cuando el total
de RC se cierran como resultado de la cantidad excesiva de energia que entra al sistema.
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Uno de los principios basicos de la prueba OJIP es que la fluorescencia variable (que es el
incremento observado entre la Fo y la Fm) es equivalente a la reduccion de la quinona a (Qa)
en el tiempo. En consecuencia, los valores intermedios para las fases J e | suelen evaluarse
realizando normalizaciones entre los extremos (que corresponden a Fo y Fm), donde se indica
que la fluorescencia variable en J (Vj) muestra la proporcion de Qa que acepta electrones a
los 2 ms respecto del total de Qa que puede ser reducida en el punto maximo por el sistema.

Por lo tanto, con el proposito de caracterizar el efecto del NH4Cl en cada fase de la cinética
de la emision de fluorescencia, y conocer la velocidad de reduccion de la cadena, se hizo un
ajuste matematico y las curvas fueron graficadas como la fluorescencia variable relativa a
cualquier tiempo Vt de acuerdo con lo establecido en la Tabla 3 (Fig. 17). Esta expresion
experimental se toma como medida de la fraccion reducida del primer aceptor estable del
PSII, que es Qa.
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Figura 17. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) en la

fluorescencia variable relativa (Vt= Fm-Fo/Ft-Fo) a los cinco dias de
exposicion.

En este sentido, el grafico permite la comparacion de muestras considerando so6lo la
acumulacién dinamica de Qa en su forma reducida Qa". Es decir, la fluorescencia variable
relativa nos permite establecer cbmo va cambiando la reduccion de la cadena a través de toda
la cinética de fluorescencia y con qué velocidad lo hace. En la Fig. 17 se observa que la
velocidad de Fo no cambia, respecto al incremento total.

Utilizando los valores de la fluorescencia variable (V) en las fases O, K, J, I y P, asi como
los valores de la fluorescencia variable relativa (Vt), la Fo y la Fm, se calcularon los
productos cuanticos maximos y las eficiencias para el transporte electrénico de A. maxima a
los 5 dias en presencia de NH4Cl (Tabla 3), de acuerdo con el modelo del flujo de energia a
través del PSII (Strasser y Strasser, 1995; Tsimilli-Michael y Strasser, 2008). Este analisis
permitid observar el efecto del NH4Cl en la cadena de transporte electrénico fotosintético.
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La Fig. 18 muestra el efecto del NH4Cl sobre el nimero de centros de reaccion activos del
PSII (RC/ABS). A una concentracion de 200 mg L', se observa un incremento significativo
del 2.36% (p < 0.05) en RC/ABS. De manera contrastante, a la maxima concentracion
probada de NH4Cl se registra una disminucion significativa (p < 0.05) del 5.63% en este
parametro.

El resultado anterior sugiere que la fuente para el transporte de electrones, el PSII, incluyendo
el complejo liberador de oxigeno (CLO), no presentan un dafio estructural. Esta observacion
puede ser respaldada mas adelante por los resultados obtenidos tanto en los productos
cuénticos como en las eficiencias para el transporte electronico en toda la cadena.
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Figura 18. Efecto de las concentraciones de NH4CI (mg. L) sobre el
numero de RC activos del PSII a los cinco dias de exposicion. Las letras
sobre cada barra indican diferencias significativas segun la prueba
Tukey p < 0.05 (n=4).

Por otro lado, calculamos la fraccion de complejos liberadores de oxigeno activos (CLO)
(Fig. 19). Al observar la gréafica, no hay cambios estadisticamente significativos respecto al
control en las concentraciones de 200, 400 y 500 mg. L. En cuanto a 100 y 300 mg. L, se
encontré una disminucion (p < 0.05) en el valor medio de la fraccion de CLO respecto al
control de 2.56% y 2.48% respectivamente. Por lo tanto, segtn los valores obtenidos por la
técnica de fluorescencia de la prueba OJIP, se concluye que los CLO no estan siendo
afectados significativamente por la presencia de NH4CI.

Este resultado descarta el mecanismo de toxicidad del NH4*/ NH3 mencionado anteriormente,
donde el NHs afecta el CLO al actuar como un anélogo estructural del agua y unirse
competitivamente (Pérez et al., 2013; Oyala et al., 2015). Hay méas elementos que indican
que el mecanismo por el que la actividad fotosintética se vio incrementada fue por un
desacoplamiento que afectd el ApH tilacoidal.
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Figura 19. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) en la
fraccion de complejos liberadores de oxigeno (CLO) a los cinco dias de
exposicion. Las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n=4).

De acuerdo con el modelo de Strasser y Strasser en 1995, se calcularon los productos
cuanticos méaximos para el movimiento de electrones a partir de los complejos antena del
PSII hacia Qa. Se midi6 la transferencia de electrones desde el PSII hasta los acarreadores
intermedios, asi como su posterior transporte hacia los acarreadores finales. Ademas, se
midieron las eficiencias para transportar electrones desde el lado donador del PSII hacia los
acarreadores intermedios y desde estos hacia los acarreadores finales.

El transporte de electrones desde el RC hasta Qa se refleja en el producto cuantico maximo
potencial para la fotoquimica primaria del PSII (pPo). Cabe mencionar que este movimiento
se considera potencial porque no toda la energia disponible se ocupara para realizar trabajo.
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Figura 20. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre el
producto cudntico maximo para la fotoquimica primaria del PSII (¢Po)
los cinco dias de exposicion. Las letras sobre cada barra indican
diferencias significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n=4).

Como se muestra en la Fig. 20, conforme aumenta la concentracién de NH4Cl, el valor de
¢Po tiende a incrementar con variaciones significativas (p < 0.05) de 2.3%, 3.29%, 3.27% y
1.02% en las concentraciones de 100, 200,300 y 400 mg. L respectivamente. La diferencia
en el valor medio de @Po entre las concentraciones de 200 y 300 mg. L™ no es significativa
segln la prueba de Tukey (p > 0.05). Sin embargo, a partir de 400 mg. L™ se observa una
tendencia a disminuir hasta que en la concentracion de 500 mg. L se presenta una reduccion
significativa (p < 0.05) del 4.6%. en el valor medio de ¢Po con respecto al grupo control.

La eficiencia con la que se mueve un electron del PSII hacia los acarreadores intermedios
(Wo), tiene una tendencia a incrementar significativamente (p < 0.05) de manera gradual
conforme aumenta la concentracion de NH4Cl (Fig. 21). En la concentracion de
100 mg. Ltaumenta 0.95%, mientras que en 200 y 300 mg. L™ aumenta 3.25% y 3.95%
respectivamente. No obstante, entre estas dos concentraciones se muestra un valor
estadisticamente similar. Por ultimo, en las concentraciones de 400 y 500 mg. L%, se
observan diferencias significativas en el valor medio del movimiento electrénico de Qa a Qs
respecto al control (p < 0.05), con aumentos del 5.10% y 5.80% respectivamente. Sin
embargo, el valor de Wo entre estas dos concentraciones resulta estadisticamente similar.
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Figura 21. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre la
eficiencia para que un foton atrapado mueva un electron después de Qa
(Wo) a los cinco dias de exposicion. Las letras sobre cada barra indican
diferencias significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n=4).

La Fig. 22 muestra el producto cuéntico méximo para la reduccion de los aceptores
intermedios (@E0), que es la multiplicacion entre el producto cuantico maximo para la
fotoquimica primaria (¢Po) y la probabilidad de que un electron atrapado se mueva més alla
de Qa (Wo). Este parametro explica con qué capacidad potencial se mueven los electrones
desde el PSII hacia los acarreadores intermedios (Cyt be/f) con base en la energia fotonica
absorbida (ABS) (Tsimilli-Michael y Strasser, 2008).
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Figura 22. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre el
producto cuantico maximo para la reduccion de los aceptores
intermedios de la cadena (¢E0) a los cinco dias de exposicion. Las letras
sobre cada barra indican diferencias significativas segin la prueba
Tukey p <0.05 (n=4).
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Como se puede observar, el movimiento de electrones desde el PSII hasta los acarreadores
intermedios tiene una tendencia a incrementar significativamente (p < 0.05) con respecto al
control, en las concentraciones de 100 a 400 mg. L 3.27%, 6.65% 7.36% y 6.18%
respectivamente. Es importante sefialar que las concentraciones de 200 a 400 mg. L™ no
presentan diferencias significativas entre si. Sin embargo, en 500 mg. L™ el transporte
electronico del PSII al Cyt be/f disminuye hasta alcanzar un valor estadisticamente igual al
control. Esto quiere decir que el NH4ClI no afecta el movimiento de electrones desde el lado
donador hasta el lado aceptor de PSII en la maxima concentracion probada (Tsimilli-Michael
y Strasser, 2008).

La eficiencia con la que un excitdn transportado mueva un electron desde los acarreadores
intermedios, (Qs- Cyt be/f -PC) hacia el PSI (6Ro), iniciando por la PC, hasta el final de la
cadena transportadora de electrones (Fd), se muestra en la Fig. 23.
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Figura 23. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) sobre la
eficiencia para el transporte electronico desde los acarreadores
intermedios hasta los finales (3Ro) a los cinco dias de exposicion. Las
letras sobre cada barra indican diferencias significativas segun la prueba
Tukey p < 0.05 (n=4).

En esta grafica se puede observar que el valor medio del movimiento de electrones en este
punto de la cadena transportadora de electrones fotosintética presenta una disminucion
significativa (p < 0.05) en la concentracién de 100 mg. L de 0.88%. No obstante, en 200
mg. L el valor medio de 5Ro aumenta con respecto a la concentracion de 100 mg. Lty
alcanza un valor estadisticamente igual al control.

A partir de 300 mg. L't hay una tendencia significativa a incrementar (p < 0.05) con respecto
al control 2.30%, 4.25% y 8.07% para 300, 400 y 500 mg. L respectivamente.
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Al comparar el grupo control con la concentracion més alta de NH4Cl probada, se observo
un aumento en el transporte electronico de los acarreadores finales. Este incremento podria
atribuirse al flujo ciclico de electrones, en el que la Fd regresa los electrones al complejo Cyt
be/f, en lugar de transferirlos a la Ferredoxina oxido-reductasa (FNR) para producir NADPH,
con el fin de contribuir al restablecimiento del gradiente de protones previamente reducido.

Otro mecanismo que pudo haber coadyuvado a recuperar el gradiente de protones fue la
transferencia de electrones hacia el O, lo que provocaria la formacion de ROS como el Oz
Este a su vez se transforma en peroxido de hidrégeno (H202) por la enzima superdxido
dismutasa (SOD). Finalmente, el H20- se neutraliza y degrada a H>O por la enzima catalasa
(Post, 1993).

En condiciones normales, los electrones se utilizan para la produccion de NADPH, una
molécula que actia como portadora de electrones para la fijacion de COz en el Ciclo de
Calvin-Benson. Sin embargo, en el contexto de las alteraciones observadas con la presencia
de NH4CI, las reacciones descritas, conocidas como el Ciclo de Mehler o ciclo agua-agua,
podrian haber ayudado a estabilizar el ApH mediante la liberacion de protones (H)
provenientes de la descomposicion del H2O2 en el lumen del tilacoide.

El movimiento de electrones desde el PSII al PSI se puede calcular a través del producto
cuéntico maximo para la reduccion de los aceptores finales del PSI (¢REo), y es el resultado
del producto entre la fotoquimica primaria del PSII (¢Po), la probabilidad de que un electrén
se mueva mas alla de Qa (Wo), y la probabilidad de que un electron proveniente de los
acarreadores intermedios reduzca los acarreadores del lado aceptor del PSI (6Ro) (Tsimilli-
Michael y Strasser, 2008).
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Figura 24. Efecto de las concentraciones de NH4CI (mg. L) sobre el
producto cuantico maximo para la reduccion de los aceptores finales en
el PSI (pREo) a los cinco dias de exposicion. Las letras sobre cada barra
indican diferencias significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n=4).
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Los resultados del efecto de NH4Cl sobre este parametro (Fig. 24) muestran una tendencia a
aumentar significativamente en el valor medio de las concentraciones de 100 a 300 mg. L
2.36%, 7.38% y 9.83% respectivamente.

Las concentraciones de 400 y 500 mg. L™ tienen una diferencia significativa respecto al
control de 10.68% y 9.06% respectivamente. No obstante, no hay una diferencia significativa
entre estos tratamientos experimentales. El aumento en la capacidad de transporte electronico
en toda la cadena (PSI1->PSI), fue similar al incremento en la tasa de liberacion de oxigeno
fotosintético en presencia NH4Cl (Fig. 10); sin embargo, este aumento es contrario a la
reduccion encontrada en el crecimiento (Fig. 4).

Segun el modelo de la prueba OJIP (Strasser y Strasser, 1995), a partir de la relacion entre
el nimero de centros de reaccion activos (RC/ABS), el producto cuantico maximo potencial
de PSII para el transporte electrénico (¢Po), y las eficiencias en la transferencia de electrones
desde el PSII a los acarreadores intermedios (Wo) y de estos al final de la cadena en el PSI
(6Ro), se puede calcular el indice de conservacion de energia para el transporte electronico
fotosintético (P.I. total) (Tsimilli-Michael y Strasser, 2008).
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Figura 25. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) en el
indice de conservacion de la energia para el transporte electronico
fotosintético a los cinco dias de exposicion. Las letras sobre cada barra
indican diferencias significativas segun la prueba Tukey p < 0.05 (n=4).

La Fig. 25 muestra que conforme se increment6 el NH4Cl en el medio de cultivo, el indice
de conservacion de energia presenta una tendencia a aumentar. Sin embargo, este aumento
no es significativo en la concentracion de 100 mg. L respecto al control. En las
concentraciones de 200 a 500 mg. L™, el aumento fue de 24.63%, 39.62%, 53.99%, 78.18%
respectivamente (p < 0.05).
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La relacion entre el crecimiento (Fig. 4) y el Pl total determinado por emision de
fluorescencia de la Chl a del PSII en muestras pre acondicionadas a la oscuridad (Fig. 26),
tienen una tendencia lineal negativa, con un coeficiente de correlacion de R?= 0.92.
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Figura 26. Relacion entre el crecimiento y el indice de conservacion de
la energia para el transporte electronico fotosintético en presencia de
NH,CI.

Como resumen de las observaciones anteriores, y con la finalidad de visualizar el efecto del
NH4CIl en las diferentes etapas del transporte electronico, los valores calculados de
fluorescencia variable relativa (Fig. 27) fueron graficados como AVt, restandole al valor
experimental de Vt de cada tratamiento experimental, el valor de Vt del control. En la Fig.
28 se observa que conforme aumentd el NH4Cl en el medio de cultivo se incremento la
estimulacion del transporte electronico, desde el PSII hasta el final de la cadena. A la méxima
concentracion, la actividad fotosintética se incrementa significativamente 15% respecto al
control. Estos cambios en la cinética de crecimiento indican que el transporte electrénico
fotosintético se estimula en A. maxima al crecer en presencia de NH4ClI.
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Fluorescencia variable relativa
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Figura 27. Efecto de las concentraciones de NH4Cl (mg. L) en el AVt
de la fluorescencia variable a los cinco dias de exposicion (n=4).
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8. Conclusiones

En este estudio, se determind y caracterizO el efecto del NH4Cl en el crecimiento y
metabolismo de A. maxima bajo condiciones controladas. Los resultados indican que
concentraciones elevadas de NH4Cl en el medio de cultivo impactan significativamente el
crecimiento celular, reduciéndolo hasta un 33.5% en la concentracion mas alta. En contraste,
se observd una estimulacion (p < 0.05) de la actividad fotosintética y respiratoria, asi como
la eficiencia en el transporte electrénico. Este comportamiento sugiere un desacoplamiento
metabolico como respuesta al estrés ocasionado por el sistema NH4*/NHs.

Los pigmentos fotosintéticos también se vieron afectados; los contenidos de Chl a 'y Car
disminuyeron (p < 0.05) tnicamente en la concentracion de 500 mg. L. Sin embargo, el
NH4CI fue ligeramente mas toxico para el contenido de Chl a que para el contenido de
carotenoides totales. Procesos como la interconversion de NH4"/NHs, el incremento en la
actividad enzimatica y la utilizacion de rutas alternativas como el ciclo de Mehler, que
contribuye a restablecer el ApH, estan asociados con la formacion de ROS en cianobacterias.
En este contexto, los Car mostraron mayor resistencia al dafio oxidativo, posiblemente debido
a su funciéon como antioxidantes no enzimaticos, lo que podria explicar su menor afectacion
en comparacion con la Chl a bajo las mismas condiciones experimentales.

La correlacion observada entre la disminucion en el crecimiento y la estimulacion en la
actividad metabolica puede explicarse por la interconversion del sistema NH4"/NH3 en
diferentes sitios dentro y fuera de la célula. Este proceso consume el ApH que se formo
durante el transporte electronico fotosintético y el transporte electronico respiratorio, lo que
redujo la formacion de ATP. Para compensar esta pérdida, se estimula tanto el transporte
electronico fotosintético, liberando mas oxigeno, como el transporte electronico respiratorio,
consumiendo mas oxigeno, con el objetivo de restablecer la pmf necesario para la sintesis de
ATP.

La reduccion en la sintesis de ATP a través de la fotofosforilacion afecta negativamente la
fijacion de CO. y, por ende, la produccion de carbohidratos esenciales para la fabricacion de
biomoléculas y sustratos oxidables por la respiracion, lo que resulta en una disminucion del
crecimiento. Asimismo, la disminucién en la produccion de ATP mediante la fosforilacién
oxidativa reduce la energia necesaria para que se realicen adecuadamente las actividades
metabdlicas e impacta negativamente en el crecimiento. Esto se evidencid en las
concentraciones de 400 y 500 mg. L™ de NH4CI.

A pesar de los efectos negativos antes mencionados, podemos concluir que la cepa A. maxima
aislada en el municipio de Texcoco, Estado de México, posee tolerancia a la presencia de
NH4" /NHs, lo que la posiciona como una candidata factible para aplicaciones y protocolos
biotecnologicos en el tratamiento de aguas residuales con alto contenido de amonio. No
obstante, se recomienda replicar la parte experimental para corroborar estos hallazgos.

Esta investigacion destaca la importancia de entender los mecanismos bioquimicos y
fisioldgicos que regulan la respuesta de las cianobacterias frente a condiciones ambientales
variables, lo que a su vez facilita su aplicacion en biotecnologia ambiental.
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10. Anexos

La fluorescencia de la clorofila a en el estudio de la fotosintesis

Existe una relacién directa entre la emision de fluorescencia de la Chl a del PSl1ly el proceso
fotosintetico. La energia fotonica que es absorbida por las moléculas de Chl a puede
emplearse de tres maneras: (1) Para impulsar la fotosintesis mediante la transferencia de la
energia de excitacion al complejo antena més cercano, hasta alcanzar el RC y realizar trabajo
fotoquimico. (2) La Chl* excitada puede regresar a su estado fundamental y liberar energia
en forma de calor, en un proceso conocido como disipacion téermica. (3) La energia absorbida
puede reemitirse como energia electromagnética con una longitud de onda maés larga,
conocida como fluorescencia. La fluorescencia de Chl a se refiere a la emision de una
pequefia fraccion de energia de Chl a por el PSII.
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Estos tres procesos ocurren simultdneamente y, por lo tanto, compiten entre ellos. Asi, el
incremento en la eficiencia de uno de ellos provocaré una disminucion de la eficiencia de los
otros dos (Maxwell y Johnson, 2000; Miller et al., 2001). La medicion de la emision de
fluorescencia de la Chl a del PS 1l en cianobacterias intactas, proporciona informacion sobre
la influencia en los flujos de energia y el transporte de electrones, asi como de la absorcion,
distribucion y utilizacion de la energia electromagnética para llevar a cabo el proceso
fotosintetico (Cid et al., 1995).

En células de cianobacterias adaptadas a la oscuridad, la cadena transportadora de electrones
queda vacia, con los RC abiertos y las Qa estdn completamente oxidadas. Sin embargo,
cuando se aplica un pulso de luz saturante, se produce la transicion de los componentes de la
cadena de un estado oxidado a un estado reducido, mediante el transporte electronico
impulsado por la luz. Esta transicion se manifiesta en un aumento rapido de la emision de
fluorescencia de la Chl a del PS II, que es el reflejo del cierre transitorio de los RC del PSlI
en el tiempo y la reduccion de Qa, lo que proporciona informacion de la actividad
fotoquimica del PSII, asi como de la reduccion de toda la cadena transportadora de
electrones. La cinética de fluorescencia de la Chl a (también conocida como “cinética de
Kautsky”) tiene una figura compuesta de cuatro inflexiones nombradas OJIP:

1) O representa el valor minimo de la fluorescencia (Fo). Aparece alrededor de los 50
ps y en ese momento todos los RC estan oxidados o abiertos.

2) J es el valor de fluorescencia (Fj) que aparece a los 2 ms. Esta relacionado con la
reduccidn parcial de la QA.

3) | es el valor de fluorescencia que aparece a los 20 ms y corresponde a la reduccién
parcial de Qa y los Qg- Complejo Citocromo be/f-plastocianina (FI).

4) P representa el valor maximo de la fluorescencia (Fm). Se alcanza cuando los
acarreadores finales y toda la cadena estan reducidos. El tiempo en que esto ocurre depende
del protocolo experimental. El valor de Fm corresponde al valor de fluorescencia en P (FP),
momento en el cual todos los RC se encuentran cerrados.

El andlisis de la cinética de la fluorescencia de la Chl a del PSII segln la prueba OJIP
(Strasser y Strasser, 1995) se puede modelar estableciendo el destino del flujo de energia
luminosa atravesando el PSII (Force et al., 2003):

1. Flujo de energia absorbido (ABS): Es la energia absorbida por los pigmentos
fotosintéticos.

2. Flujo de energia atrapado (TRo): Se refiere a la energia que se utiliza para reducir Qa a
Qs.

3. Flujo de energia utilizado para el transporte electronico (ETo): Es la energia asociada con
el transporte de electrones.

4. Flujo de energia utilizado para la reduccién de los acarreadores finales (RE0): Es la energia
que reduce los aceptores finales de electrones.

5. Flujo de energia disipado como calor (Dlo): Es la energia disipada en forma de calor.
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Figura 28. Modelo del flujo de energia a través del PSII, modificado
de Strasser y Strasser, 1995.

La prueba OJIP considera cada una de las inflexiones de la curva, los valores extremos (Fo
y Fm), asi como la pendiente inicial de la emisién de la fluorescencia de la Chl a en el PSII.
Utilizando estos valores se pueden calcular los parametros descritos en la Tabla 1 (Van
Heerden et al., 2007).
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Figura 29. Mapa del sitio de muestreo de A. maxima en el Municipio
de Texcoco, Estado de México.
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7.1 Crecimiento - Figura 4.

Procedimiento ANDVA

Tablas de analisis estadisticos mediante la prueba ANOVA con Tukey.

Variable dependiente: T
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Hode lo 5 1.10336333 0.22067267 51.11 <. 0001
Error 18 0.07772400 0.00431800
Total correcto 23 1.18108733
R=-cuadrado Coef Var Raiz HSE T Hedia
0.934193 4.284135 0.065711 1.533833
Cuadrado de
Fuente DF finova 585 la media F-Valor Pr > F
T 5 1.10336333 0.220B67267 S51.11 <. 0001
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y
HOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo 1l mids elevado que REGHA.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 18
Error de cuadrado medio 0.004318
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 0.1477

Hedias con la misma letra no son significativamnente diferentes.

Tukey figrupamiento Hedia H T
A 1.76800 4 2
A
B A 1.69300 4 1
B A
B A 1.64700 4 3
B
B 1.55900 4 4
C 1.41100 4 5
D 1.12500 4 6

7.1 Tasa de crecimiento relativo - Figura 5.

Proced imiento ANOVA

Variable dependiente: T

Fuente
Hode o
Error

Total correcto

Fuente

T

R-cuadrado

0. 939875

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F=Valor
o 0. 00003508 0. 00000782 5b. 28
L] 0. 00000250 0. 00000014
23 0. 00004158
Coef War Raiz HSE T Hedia
2.419987 0. 0D03TI 0. 00 5400
Cuadrado de
DF fimnowva 55 la media F=Valor
5 0. 00003508 0. 00000782 56. 28

Pr o F

<000l

Pr > F

<000l
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Aedias con la misma letra no son significat ivanente diferentes .

Tukey fAgrupam iento Hed ia ] T
A 0. 0166750 4 2
A
B f O, 0163500 4 i
B A
B A O, 0160750 4 3
B
B [ 0. 0156250 £ 4
C
C 0. 0148000 4 5
D 00128750 4 [
7.1 Tasa de duplicacion - Figura 6.
Variable dependiente: T
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor
Hodelo 5 406.5147470 81.3029494 5907
Error 18 24 .7764895 1.3764716
Total correcto 23 431.2912365
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE T Hedia
0.942553 2.585357 1.173231 45. 37986
Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-Valor
T 5 406.5147470 81.3029494 5907
flfa 0.05
Error de grados de 1libertad 18
Error de cuadrado medio 1.376472
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 2.6365

Pr >F
<. 0001

Pr >F
<. 0001

Medias con la misma letra no s=on significativamnente diferentes.

Tukey fAgrupamiento

I ininin
ooooD mmm I

53.
46.
44,
43.
42,

41

Media
7e18
9030
3637
1334
5204
AP

L N T T

- T -

—
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7.2 Contenido especifico de clorofila a - Figura 7.

Procedimiento ANDVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 406.5147470 81.3029494 59.07 <.0001
Error 18 24.7764895 1.3764716
Total correcto 23 431.2912365
R-cuadrado Coef War Raiz MSE Y Media
0.942553 2.585357 1.173231 45.37986

Cuadrado de

Fuente DF finova 55 la media F-Valor Pr > F
T 5 406.5147470 81.30293494 59.07 <. 0001
fAlfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 18
Error de cuadrado medio 0.82327
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 2.039

Medias con la misma letra no =on significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media

22.4337

& M =

22.3519
21.8292
21.1619
20.7262

m XTI
E - T T A -

[=r B T B

18.0276

7.2 Carotenoides totales - Figura 8.
Procediniento ANOVA

Jariable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 117.9607163 23.5921433 4.85 0.0050
Error 18 85. 7645841 4.7646991
Total correcto 23 203.7253004
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.579018 4.337057 2.182819 50.32950

Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-Valor Pr > F

T 5 117.9607163 23.5921433 4.95 0.0050
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Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media
52.842
51.072
51.039
50.720
50.651
45.653

@ TTTTITITITIID
E- N T S S -4
@ N A = W

7.3 Respiracion - Figura 9.

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 117.9607163 23.5921433 4.95 0.0050
Error 18 85. 7645841 4.7646991
Total correcto 23 203.7253004
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE T Media
0.579018 4.337057 2.182819 50.32950
Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-Valor Pr > F
T 5 117.9607163 23.5921433 4.95 0.0050

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media N T
f 1462 .75 16 &

B 1172.23 16 5

C E 981 .47 16 3

E 948 .27 16 4

E 935 .44 16 1

E 866.79 16 2
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7.3 Fotosintesis - Figura 10.

Variable dependiente: Y

Fuente
Modelo
Error

Total correcto
R-cuadrado

0.784173

Fuente

T

DF

18
23

DF
5

Procedimiento ANDVA

Suma de Cuadrado de
cuadrados la media F-Valor Pr > F
53.84193346 10.768386619 13.08 <.0001
14.81886314 0.82327017
68.66079660
Coef Var Raiz MSE T Media
4.302566 0.907342 21.08840
Cuadrado de
finova 55 la media F-Valor Pr > F
53.84193346 10.768386649 13.08 <.0001

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media
A 3118.40
B 2458 .37
C 2102.39
C
D C 1981 .80
D (s
D C 1968.73
D
D 1811.09

N
16
16

E -

16
16 1
16 3
16 2

84



7.4 Numero de centro de reaccion activos del PSI1 (RC/ABS) - Figura 18.

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGHQ.
fAlfa Q.05
Error de grados de libertad L4
Error de cuadrado medio 0.000835
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0382

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Tukey Agrupamiento Hedia N T
A 2.17460 10 3
A
B A 2.15816 10 4
B A
B A 2.13697 10 2
B
B 2.12448 10 1
B
B 2.12315 10 5
C 2.00492 10 6

7.4 Fraccion de complejos liberadores de oxigeno (CLO) - Figura 19.

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado que REGHQ.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 54
Error de cuadrado medio 0.000338
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0243

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
] 1.000130 10 1
A
B A 0.986550 10 3
B A
B A 0.984090 10 6
B ]
B ] 0.984080 10 5
B
B 0.975370 10 4
B
B 0.974540 10 2
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7.4 Producto cuantico maximo para la fotoquimica primaria del PSII (¢Po) - Figura
20.

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.01148282 0.00229656 385.46 <. 0001
Error 54 0.00032173 0.00000596
Total correcto 59 0.01180455
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE T Media
0.972745 0.476596 0.002441 0.512150

Cuadrado de
Fuente DF fAnova 55 la media F=Valor Pr > F

T 5 0.01148282 0.00229656 385.46 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il méds elevado que REGHQ.
Alfa 0.05
Error de agrados de libertad 54
Error de cuadrado medio 5.958E-6
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0032

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fgrupamiento Media N T
f 0.524400 10 3
2 0.524330 10 4
B 0.519360 10 2
c 0.512870 10 5
D 0.507670 10 1
E 0.484270 10 6
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7.4 Eficiencia para que un fotdn atrapado mueva un electrén después de Qa (Vo) -
Figura 21

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Hodelo 5 0.01058893 0.00211779 112.89 <.0001
Error 54 0.00101301 0.00001876
Total correcto 59 0.01160134
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.912686 0.660823 0.004331 0.655427

Cuadrado de
Fuente DF finova 595 la media F-Valor Pr > F

T 5 0.01058893 0.00211779 112.89 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo || mas elevado que REGHQO.
nlfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 54
Error de cuadrado medio 0.000019
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0057

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media N T
A 0.672100 10 6
2 0.667670 10 5
B 0.660350 10 4
g 0.655890 10 3
C 0.641290 10 2
D 0.635260 10 1

7.4 Producto cuantico maximo para la reduccion de los aceptores intermedios (¢Eo) -
Figura 22

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.00510098 0.00102020 117.45 <.0001
Error %4 0.00046904 0.00000869
Total correcto 59 0.00557002
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE T Media
0.915792 0.878147 0.002947 0.335615

Cuadrado de
Fuente DF fAnova 585 la media F-Valor Pr > F

T 5 0.00510098 0.00102020 117.45 <.0001
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l més elevado que REGHO.
Alfa 0.05
Error de grados de |ibertad 54
Error de cuadrado medio 8.686E-6
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0039

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento MHedia N T
f 0.346240 10 4
2 0.343960 10 3
2 0.342440 10 5
B 0.333060 10 2
C 0.325480 10 b
E 0.322510 10 1

7.4 Eficiencia para el transporte electronico desde los acarreadores intermedios hasta
los finales (6Ro) - Figura 23

Procedimiento ANDVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.03762251 0.00752450 254.25 <.0001
Error 54 0.00159812 0.00002959
Total correcto 59 0.03922063
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.959253 0.642090 0.005440 0.847252

Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-Valor Pr > F

T 5 0.03762251 0.00752450 254.25 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l més elevado que REGHQ.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 54
Error de cuadrado medio 0.00003
Valor critico del rango estudentizade 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0072

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 0.894110 10 6
B 0.862470 10 5
C 0.846360 10 4
D 0.833170 10 3
g 0.827340 10 1
E 0.820060 10 2
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7.4 Producto cuantico para la reduccion de los aceptores finales del PSI (pREo) -
Figura 24

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Modelo B 0.00678230 0.00135646 122.02 <.0001
Error 54 0.00060033 0.00001112
Total correcto 59 0.00738263
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.918684 1.172693 0.003334 0.284323

Cuadrado de
Fuente DF finova SS la media F=Valor Pr > F

T - 0.00678230 0.00135646 122.02 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

MOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mads elevado que REGHQ.
filfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 54
Error de cuadrado medio 0.000011
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 0.0044

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media N T
A 0.295340 10 5
2 0.293070 10 4
2 0.291010 10 6
B 0.286540 10 3
C 0.273140 10 2
D 0.266840 10 1
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7.4 Indice de conservacion de energia para el transporte electronico fotosintético (P.1.
total)

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTAi: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l ma=s elevado que REGHA.
Alfa Q.05
Error de grados de 1ibertad o4
Error de cuadrado medio 1.921517
Valor critico del rango estudentizado 4.17827
Diferencia significativa minima 1.8315%

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Tukey figrupamiento Media H T
A 32.6398 10 6
B 28.2033 10 5
C 25.5767 10 4
D 22.8296 10 3
E 18.8446 10 2
E 18.3185 10 1

Gracias por llegar hasta ac, sigue asi de curiosx. c:
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