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Como tantos otros químicos: 

 

 

“… Pertenezco a esa extraña clase de mortales movidos a buscar su 

placer entre el humo y sus vapores, el hollín y la llama, los venenos y la 

pobreza. Y sin embargo, me parece vivir así tan dulcemente, que moriría 

antes de cambiarme por el rey de Persia…” 

 

J.J. Becher 
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El cambio global antropogénico, con sus consecuencias en 

contaminación y calentamiento global, está causando una 

extraordinaria pérdida de biodiversidad, conocida como la sexta gran 

extinción. Se sabe muy poco sobre los efectos de este cambio global en 

organismos tan importantes como el fitoplancton, pese a que son los 

responsables de la mitad de la producción primaria del planeta y 

controlan los ciclos biogeoquímicos del carbono, fósforo y nitrógeno. 

Entre los mayores contaminantes antropogénicos actuales se 

encuentran el petróleo y sus derivados, que tienen un gran efecto sobre 

los organismos fitoplanctónicos. El presente trabajo estudia la 

adaptación de los organismos fitoplanctónicos al petróleo y al diesel. 

Dada la diversidad del fitoplancton, trabajamos con diferentes especies 

que representan a distintos grupos funcionales-taxonómicos.  

En su primera parte, nuestro trabajo demuestra (mediante análisis de 

fluctuación) que el fitoplancton es capaz de adaptarse a bajas dosis de 

petróleo o diesel exclusivamente mediante mecanismos de aclimatación 

fisiológica. Sin embargo, a medida que las dosis de contaminante se 

incrementan, solo la aparición de nuevos mutantes que confieren 

resistencia, asegura la adaptación. Estos mutantes aparecen 

aleatoriamente antes de la exposición a los hidrocarburos. En ningún 

caso, ni el petróleo ni el gasoil, favorecen la aparición de resistentes. 

Además realizamos un estudio de la máxima capacidad de adaptación 

de estos organismos al petróleo y al diesel (mediante un procedimiento 

de Ratchet). Existen enormes diferencias en la capacidad de adaptación 

de las distintas especies, pero algunas de ellas logran adaptarse y 

proliferar en presencia de grandes dosis de contaminantes. En este 

apartado realizamos una contribución conceptual novedosa, 

determinando la respuesta a la selección y la heredabilidad (entendida 

como capacidad para responder a la selección). 

Finalmente, estudiamos la posibilidad de aprovechar en la práctica esta 

capacidad de adaptación. Los resultados analíticos demuestran que los 

organismos seleccionados, que presentan la máxima resistencia a los 

hidrocarburos, son capaces de degradar eficazmente estos compuestos, 

en un corto período de tiempo. Este hecho conlleva interesantes 

posibilidades aplicadas. 
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Anthropogenic global change with its impact on global warming and 

pollution is causing an extraordinary loss of biodiversity (called The 

Sixth Great Extinction). Very little is known about the effects of global 

change on important organisms such as phytoplankton, although they 

are responsible for half of the primary production of the Earth, 

controlling the biogeochemical cycles of C, P and N. Among the biggest 

anthropogenic polluters are the crude oil and its derivatives, which have 

a great effect on phytoplankton organisms. This paper studies the 

adaptation of phytoplankton species to crude oil and diesel. Due to the 

diversity of  phytoplanktonic species we work with diverse species 

representing different functional - taxonomic groups. 

The first part of our work demonstrates (through fluctuation analysis) 

that phytoplankton can adapt to low doses of oil or diesel only by mean 

of physiological acclimation mechanisms. However as contaminant 

doses are increased, only the appearance of new mutants conferring 

resistance ensures adaptation. These mutants appear randomly before 

the exposure to hydrocarbons. In any case, neither oil nor oil favor the 

emergence of resistant . 

We also perform a study to determine the maximun capability of these 

organisms to adapt to crude oil and diesel (by a process of Ratchet). 

There are huge differences in the adaptability of different species, but 

some of them were able to adapt and growth under large doses of 

pollutants. In this section we make a conceptual contribution by 

determining the response to selection and the heritability (defined as the 

ability to respond to selection). 

Finally we study the possibility of using this adaptability in the practice. 

Analytical results demonstrates that the selected organisms with high 

oil resistance are able to effectively degrade these hydrocarbons in a 

quick time. This fact opens interesting possibilities for practical 

applications. 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    "Es más lo que ignoramos que lo que conocemos y la mayoría de las buenas 

preguntas no han sido aún formuladas" 

 

   Helen Curtis 
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La especie humana es una especie con mucho éxito evolutivo. Somos 

muchos y crecemos exponencialmente. Pero nuestra acción sobre el 

planeta está provocando enormes cambios en la estructura y 

funcionamiento de los ecosistemas. 

Nuestra presencia en la Tierra deja una huella ecológica que lleva  

consigo la modificación de los ciclos biogeoquímicos y el clima. Está 

disminuyendo la diversidad de organismos que se homogeneizan, 

haciendo proliferar especies oportunistas e invasoras y originando nuevos 

problemas ambientales emergentes (Myers & Knoll 2001). Esta 

modificación del entorno, de manera directa o indirecta, produce 

presiones ambientales tan fuertes que, aproximadamente entre 3.000 y 

30.000 especies se extinguen anualmente (Hughes, 2000).  

Estamos inmersos en la sexta gran extinción y somos la causa principal 

de todos los cambios que está sufriendo el planeta, pero probablemente 

también somos las víctimas. 

Cualquier extinción masiva se caracteriza porque tiene lugar en períodos 

cortos de tiempo donde se eliminan simultáneamente gran número de 

organismos y de especies. Durante estos procesos catastróficos 

desaparecen en los ecosistemas, muchos grupos taxonómicos. Estas 

variaciones en la composición de los ecosistemas  después de los eventos 

de extinción, pueden diferir notablemente respecto a las fases evolutivas 

anteriores, independientemente del éxito alcanzado en ellas.  

Las causas de las extinciones masivas siguen siendo un problema 

complejo y muy discutido, aunque generalmente se diferencian dos 

grupos de causas: cósmicas o extraterrestres y terrestres.  

Entre las causas cósmicas, la más conocida es la teoría del impacto 

(Alvarez et al. 1980), donde se considera que la extinción del final del 

Cretácico, fue originada por el impacto de un gran meteorito. 

En un gran número de lugares más o menos distantes, los sedimentos 

que se depositaron durante esta extinción, incluso en el plancton marino, 

están muy enriquecidos en iridio y otros elementos, que probablemente 

proceden de una fuente extraterrestre (Smit & Kate 1982).  
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Mientras que la única evidencia a favor de una causa extraterrestre de 

extinción masiva, es una anomalía del iridio en el cretácico, existen 

numerosas pruebas que relacionan las extinciones masivas con eventos 

terrestres. Estos eventos se refieren a cambios en el nivel del mar, 

cambios climáticos, el volcanismo, etc. Las oscilaciones en el nivel del 

mar causadas por los fenómenos de glaciación y deshielo, pudieron ser 

una de las causas que produjeron episodios de extinción y especiación.  

La diversificación explosiva de grupos fitoplanctónicos como 

cocolitoforidos, dinoflagelados o diatomeas tuvo lugar coincidiendo con 

una de las mayores subidas del nivel del mar que se conocen (Hallam 

1986). 

Otra hipótesis  bastante utilizada para explicar extinciones masivas, es la 

que propugna cambios climáticos, los cuales son inseparables de los 

cambios del nivel del mar. Se han descrito en numerosas ocasiones, en el 

pasado geológico, cambios de temperatura a escala global. El registro de 

la vida muestra que la biosfera, en varias épocas geológicas, fluctuó en 

relación con la extensión de los mantos de hielo.  

Estos acontecimientos han dejado un inconfundible registro, evidenciado 

en algunas de las extinciones masivas, como es el caso de la gran 

extinción de la bola de nieve Neoproterozoica, donde el fitoplancton podría 

haber sobrevivido en refugios como las fuentes termales (Costas et al. 

2008) o la gran extinción del Pérmico (Ogden & Sleep 2012). Además las 

regresiones globales de los mares han podido jugar un doble papel, bien 

porque hayan producido un cambio en el albedo de la Tierra, o bien 

porque podrían haber debilitado el efecto invernadero originado por el 

CO2 atmosférico (Berner et al. 1983). 

Aunque las dos causas  de extinción masiva más frecuentes  según el 

registro fósil son el cambio climático y el cambio en el nivel del mar, 

existen otros fenómenos geológicos a gran escala  como las erupciones 

volcánicas, la actividad tectónica o las plumas de manto, que muestran 

un comportamiento cíclico y que están relacionadas con extinciones 

masivas.  
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Estos fenómenos liberarían grandes cantidades de CO2, sulfatos y 

metales pesados que tendrían a su vez efectos sobre el clima y los 

ecosistemas (Arthur & Garrison 1986). 

Numerosos científicos, desde 1970 (Crutzen, 2006),  coinciden en llamar 

a la era actual Antropoceno, en lugar de Holoceno, como se denominaba 

hasta ahora, debido a la acción que nuestra especie es capaz de ejercer 

sobre el planeta.  

Somos responsables de fenómenos tan importantes como  el cambio 

global, la destrucción de la capa de ozono, la desaparición de especies, la 

destrucción de hábitats, la acidificación, la eutrofización, o incluso los 

cambios en la composición de la atmósfera. 

El cambio global se produce en parte como consecuencia de la quema de 

combustibles fósiles que arrojan a la atmósfera unas 450 mil toneladas 

de CO2 y es lo que determina el calentamiento global. Sin embargo el 

cambio global, además del calentamiento,  abarca la contaminación, la 

destrucción de habitats, la movilidad de las especies y efectos directos 

sobre los sistemas de obtención de alimentos como son: la pesca, la 

agricultura y la ganadería. El cambio global y como consecuencia la sexta 

extinción, es uno de los mayores peligros a los que se ha enfrentado la 

humanidad.  

Estos fenómenos están produciendo una importante reorganización de los 

grupos de organismos fitoplanctónicos predominantes (adaptación 

diferencial) (Huertas et al. 2010), lo que puede tener consecuencias 

inesperadas como ya ha ocurrido antes a lo largo de la historia de la 

Tierra.  

De acuerdo con el Quinto informe de Valoración del Panel internacional 

de Cambio Climático (IPCC 2013, Working Group I Technical Support 

Unit), La temperatura media de la superficie de la Tierrra ha crecido 

aproximadamente 1 ºC, en el último siglo. 
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Dado que la emisión de CO2 a la atmósfera continuará, algunas regiones 

oceánicas podrían calentarse más rápido que en el último millón de años 

(Hansen et al. 2000; Belkin 2009). Las predicciones apuntan a que para 

finales del siglo XXI, la temperatura de la superficie del mar aumente 

entre 1.18ºC (en un escenario de bajas emisiones de CO2), y 6.48ºC (en 

un escenario de altas emisiones de CO2) (Meehl et al. 2007). 

Los efectos de la crisis ambiental están razonablemente entendidos en 

algunos organismos como en los vertebrados terrestres, pero se conoce 

muy poco sobre microorganismos tan importantes como el fitoplancton. 

El fitoplancton está constituido por un conjunto polifilético de 

microorganismos cuya característica común es realizar la fotosíntesis, 

formando parte de todos los ecosistemas acuáticos del planeta.  

Dentro de los ecosistemas acuáticos juegan un papel ecológico esencial, 

ya que son productores primarios y responsables  de aproximadamente la 

mitad de la producción primaria total del planeta, y por tanto de la mitad 

del oxígeno atmosférico y de la materia orgánica presente en la Tierra 

(Falkoswski et al. 1998).  

El fitoplancton realiza un papel decisivo en los ciclos biogeoquímicos 

como el del carbono, el nitrógeno y el fósforo. Organismos constituyentes 

del fitoplancton como las cianobacterias son de los pocos grupos 

taxonómicos capaces de fijar nitrógeno atmosférico asimilable para el 

resto de organismos vivos.  

Por lo tanto, el fitoplancton es una pieza clave en el funcionamiento de los 

ecosistemas acuáticos porque son el inicio de la cadena trófica en el agua 

(Nyholm & Peterson 1997; Western 2001). Debido a su papel fundamental 

en el funcionamiento de la biosfera cualquier alteración significativa de 

estos sistemas podría tener consecuencias globales catastróficas.  

Hoy en dia se considera que los ecosistemas acuáticos se encuentran en 

una situación de máximo riesgo pues las consecuencias del cambio global 

llegarán a afectar a todos los componentes de los ecosistemas tanto 

acuáticos como terrrestres (IPCC 2013). 
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Los contaminantes derivados de la acción del hombre sobre el planeta 

han modificado el entorno global con un alto coste ecológico (Palumbi 

2001). Los elevados niveles de CO2 y otros gases de efecto invernadero 

tienen una influencia decisiva sobre los sistemas físicos y biológicos de la 

Tierra.  

Estos elevados niveles son debidos sobre todo a la quema de 

combustibles fósiles, a los cambios en el uso del suelo y a la 

deforestación.  

Además una de las grandes presiones ambientales que ejerce el hombre 

son los vertidos masivos de contaminantes procedentes de las ciudades, 

de la industria o de la actividad agrícola y ganadera, que siempre acaban 

alcanzando los ecosistemas acuáticos especialmente los costeros y 

continentales.                                                                 

La supervivencia de los organismos en contacto con estas sustancias de 

nueva síntesis suponen un reto  al que no se han enfrentado a lo largo de 

toda su historia evolutiva. Por lo tanto es necesario conocer y comprender 

como se produce la adaptación de los organismos fotosintéticos del 

plancton a los contaminantes antropogénicos emergentes, ya que es la 

única forma de poder realizar predicciones acertadas sobre la evolución 

de los ecosistemas acuáticos. 
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Mecanismos de adaptación de microorganismos a contaminantes 

antropogénicos específicos: petróleo y diesel 

 

En la actualidad, el ritmo de extinción de especies se estima en 500 veces 

más alto que en el anterior periodo, como consecuencia del cambio global 

antropogénico (Woodruff, 2001). Poco se sabe acerca de la crisis de la 

biodiversidad en organismos tan importantes como los microbios. Sin 

embargo, estudios sobre la adaptación de los microbios al cambio global 

antropogénico son indispensables, dado que las cadenas tróficas se verán 

seriamente alteradas, si los microorganismos y el fitoplancton esencial, 

sucumben a los contaminantes  (Woodruff, 2001). 

En particular, la tolerancia de microalgas al cambio antropogénico es 

extremadamente relevante, ya que estos organismos son los productores 

primarios de los ecosistemas acuáticos (Kirk, 1994; Falkowski & Raven, 

1997). 

El colapso de especies se puede atribuir principalmente a la incapacidad 

de los organismos para afrontar drásticos cambios antropogénicos 

ambientales que ocurren en sus hábitats. La contaminación acuática es 

una causa importante de este colapso de especies, y los derrames 

accidentales de crudo de petróleo o productos de derivados del petróleo 

en los ecosistemas acuáticos, son uno de los problemas ambientales más 

preocupantes.  

El crudo de petróleo es una mezcla de hasta 10.000 tipos diferentes de 

hidrocarburos altamente tóxicos, que producen grandes daños a los 

organismos vivos (Dawes, 1998).  

En la actualidad, grandes cantidades de crudo de petróleo se extraen, se 

refinan y se manipulan cada año, y pese a las mejoras en la seguridad, el 

transporte y la contención, existe la posibilidad de que  estas actividades 

pueden ocasionar vertidos accidentales en los ecosistemas acuáticos. 

Estas actividades han hecho que el petróleo se convierta en uno de los 

mayores contaminantes acuáticos de nuestros tiempos (Rahman et al., 

2002). 
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La mayor parte del tiempo este crudo viaja por el agua, e inevitablemente, 

se producen algunos vertidos desde los propios tanques de los vehículos 

de transporte o desde los oleoductos. 

Además de los vertidos de crudo ocasionales, debido al lavado rutinario 

de los tanques de almacenamiento, o a pequeños errores en la 

manipulación, podemos destacar los dos vertidos más importantes de los 

últimos años. 

En primer lugar el vertido del buque Prestige en 2002, que supuso el 

derrame de más de 50.000 toneladas de crudo sobre las costas gallegas 

españolas, y cuyos efectos han sido descritos por numerosos autores 

incluso más de 5 años después del desastre (Carrera-Martinez et al. 

2010). 

Y en segundo lugar, el vertido procedente de una plataforma petrolífera 

que se encuentra sobre el mar, en el golfo de Méjico, de la compañía BP.  

Los impactos de este último vertido todavía están lejos de conocerse. La 

fuente del vertido se encuentra por debajo de 1600 metros de agua de 

mar, los vientos y las corrientes de difusión del crudo hacen que los 

movimientos de las manchas sean imprevisibles.  

Los estudios experimentales sobre el efecto del crudo  de petróleo y 

productos petrolíferos en microalgas han mostrado resultados 

contradictorios.  

El petróleo, generalmente, inhibe la fotosíntesis y el crecimiento de las 

microalgas (Dahl et al., 1983; Siron et al., 1996; Stepaniyan, 2008; Nayar 

et al., 2005). El crudo y sus derivados actúan sobre el aparato 

fotosintético inhibiendo la cadena transportadora de electrones en el 

fotosistema II (Singh and Gaur, 1988; Aksmann and Tukaj, 2008). 

Además, altera tanto la integridad como la función de todas las 

membranas (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2005). Las algas expuestas a 

productos derivados del crudo de petróleo muestran alteraciones en el 

DNA, RNA y el contenido de proteínas (El Sheekh et al., 2000), y a 

menudo, reducen la expresión de los genes de pigmentos fotosintéticos, 

produciendo una desorganización de todas las funciones celulares (Bopp 

and Lettieri, 2007). 
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Por otro lado, aunque generalmente los episodios de extinción local de 

fitoplancton se producen en aguas contaminadas con crudo de petróleo, 

éste, también puede sobrevivir a los efectos nocivos de los productos 

petrolíferos mediante algún tipo de adaptación. Varios estudios han 

puesto de manifiesto el  escaso efecto del crudo petróleo, en algunas 

especies de fitoplancton (Fabregas et al., 1984; Padros et al., 1999). 

Un ejemplo fascinante de la adaptación de microalgas a una 

contaminación extrema de crudo de petróleo ha sido descrito en el río de 

Arroyo Minero, Argentina (Lopez-Rodas et al., 2009; Carrera-Martinez et 

al., 2011). Como consecuencia de la prueba de perforación para la 

explotación del petróleo, una cantidad muy grande de crudo, se lleva 

filtrando al agua del río constantemente, desde 1915. Sin embargo, 

cuatro especies de microalgas Symploca dubia, Chlamydomonas 

dinobryonis, Scenedesmus obtusus and Scenedesmus sp. proliferan en 

contacto con este crudo de petróleo.  

El fitoplancton puede adaptarse mediante aclimatación fisiológica 

(modificaciones en la expresión de los genes) o mediante adaptación 

genética (nuevas mutaciones que confieren resistencia). Estos mutantes 

resistentes que aparecen de forma espontánea y se mantienen en las 

poblaciones mediante equilibrio mutación-selección, tienen una eficiencia 

fotosintética reducida y una menor tasa de crecimiento, con lo que el 

cambio global tiende a reducir la eficiencia de la bomba biológica, por lo 

que la captación de CO2 podría decrecer.  

Pero todavía no se sabe cuál es la capacidad genética de adaptación del 

fitoplancton al cambio global. 

Los organismos fitoplanctónicos son haploides, con reproducción asexual, 

organizados en conjuntos de clones, con tamaños de poblaciones ingentes 

y tiempos de generación cortos. Por lo tanto, son un buen modelo para 

ver la evolución en acción.  

Un intento para dilucidar los mecanismos implicados en la adaptación de 

las microalgas a la contaminación por crudo de petróleo y derivados, 

muestra que  Scenedesmus sp puede adaptarse a bajas concentraciones 

de petróleo por medio de aclimatación fisiológica (Lopez-Rodas et al., 

2009; Carrera-Martinez et al., 2011). Sin embargo, algunas raras  
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variantes de esta especie, son capaces de crecer bajo altos niveles de 

crudo.  

Después de realizar algunos experimentos, se sabe que estos mutantes 

resistentes al crudo de petróleo, han surgido a través de una rara 

mutación espontánea que ocurrió antes de la exposición de estas especies 

al agente selectivo. (Carrera-Martinez et al., 2011).  

Un resultado similar fue observado previamente en Dunaliella tertiolecta 

en el accidente del petrolero Prestige que tuvo lugar en las costas 

españolas en el año 2002 (Carrera-Martinez et al., 2010). 

A pesar de esto, la adaptación de fitoplancton a la exposición de crudo  de 

petróleo todavía ha sido poco estudiada y documentada. Una sola  

mutación resistente es suficiente para asegurar la supervivencia de 

algunas variantes de microalgas bajo contaminación de crudo  de petróleo  

(Carrera-Martinez et al., 2010, 2011). 

La teoría evolucionista, sin embargo, asume que la adaptación a 

condiciones extremas, depende de la ocurrencia de varias mutaciones que 

confieren resistencia y su posterior supervivencia motivada por la  

selección natural de tales mutaciones. Después de la aparición de la 

primera mutación que confiere resistencia al contaminante en cuestión, 

la selección de nuevas mutaciones debe desempeñar un papel importante 

en el proceso de adaptación. 
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Factores que influyen en la evolución y la adaptación de 

microorganismos: La genética poblacional y cuantitativa de los 

organismos haploides con reproducción asexual 

 

Existen numerosos estudios que demuestran la idea original de Darwin 

sobre la evolución basada en la selección natural de los organismos mejor 

adaptados en las poblaciones (Gould 2002). La adaptación genética, como 

consecuencia de la selección natural, es considerada actualmente la 

mayor fuerza evolutiva. Sin embargo existen otros dos factores que 

también contribuyen de una manera importante al cambio evolutivo: la 

contingencia histórica y el azar (Flores et al, 2008). 

La contigencia histórica puede llegar a ser importante si ciertos cambios 

genéticos con valor adaptativo en el pasado, contienen o promueven 

resultados evolutivos (Gould & Lewontin 1979; Blount et al. 2008). Por 

otro lado, los efectos del azar normalmente son debidos a la deriva 

genética y a mutaciones que se producen aleatoriamente, sin ningún 

valor para los organismos. (Crow & Kimura 1970; Kimura 1983; Spiess 

1989). 

La consecuencia final es que algunas cracterísticas que no mejoran ni 

disminuyen la adaptación se mantienen en las poblaciones. 

La genética de poblaciones se considera la principal base conceptual de la 

evolución, (Gould, 2002). Mayoritariamente la genética de poblaciones 

trata sobre organismos diploides que se reproducen sexualmente en las 

denominadas poblaciones mendelianas (Crow & Kimura, 1976). Estos 

conjuntos de organismos que intercambian un pool génico son muy 

diferentes a las poblaciones microbianas, por lo general haploides, con 

claro predominio de reproducción asexual. No olvidemos que la 

reproducción sexual y la diploidía son "inventos" evolutivos relativamente 

recientes, mientras que la mayor parte de la historia de la vida sobre la 

Tierra, fue escrita por microorganismos haploides asexuales.  

Aún hoy en día estos microorganismos, son los que controlan la mayor 

parte de de los ciclos biogeoquímicos vitales del planeta.  
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Sin embargo la genética evolutiva de estos microorganismos se encuentra 

actualmente en sus comienzos. Einstein decía que una manera 

interesante de avanzar en ciencia era hacer experimentos con modelos 

extremos. Según esto, el caso más extremo, sería estudiar la evolución de 

una población de organismos haploides que se reproduzcan 

asexualmente empezando desde un único individuo. Con el tiempo 

tendríamos un conjunto de individuos genéticamente idénticos. Después 

aparecerían mutaciones, primero una, y después otras, generándose 

finalmente una población, constituída por un conjunto de clones que se 

reproducen asexualmente, es decir, no mendeliana. En estos momentos 

las distintas fuerzas evolutivas selección y deriva genética entrarían en 

acción.  

Hasta el momento este es un problema que no ha sido tratado en 

profundidad en la  genética de poblaciones.  

En este trabajo de investigación proponemos realizar una aproximación 

totalmente diferente al abordaje clásico, para profundizar en los 

mecanismos evolutivos de poblaciones no mendelianas. 

La genética cuantitativa clásica mide la heredabilidad, calculando la 

intensidad de selección y estima la máxima respuesta a la selección. 

Nosotros procederemos al contrario. Podemos realizar experimentos 

evolutivos en el laboratorio implicando centenares de generaciones, 

estimando en primer lugar la máxima respuesta a la selección y su 

intensidad, para posteriormente calcular la heredabilidad.  

La máxima respuesta a la selección, va a ser un parámetro medible 

experimentalmente. A partir de él, estimaremos el resto de parámetros 

mencionados. 

Aunque partimos de una población inicial sin ninguna variabilidad 

genética, llegaremos a una población final con mucha variabilidad, como 

resultado de la acción de las fuerzas evolutivas que han actuado a lo 

largo del desarrollo de los experimentos (mutación, selección y deriva).  

Se trata de un objetivo sin duda muy ambicioso, que hasta el momento 

no ha sido abordado.
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Aplicaciones de la adaptación de microorganismos a contaminantes 

antropogénicos específicos: Degradación de petróleo y derivados 

 

La vida marina en la ruta del crudo se extiende sobre cientos de 

kilómetros cuadrados, desde el fondo del mar a la superficie. La pesca 

comercial siempre está afectada, y las frágiles marismas costeras están 

en riesgo. El seguimiento de todos estos ecosistemas es el primer reto; 

medir el número de especies afectadas y emitir las consecuencias será 

un paso posterior. 

Los hidrocarburos presentes en el medio marino pueden provenir de las 

filtraciones naturales de petróleo o de  las actividades humanas, 

incluyendo la extracción, transporte, refino, almacenamiento y 

utilización de los derivados del petróleo (Trolio et al. 1999; Venosa  

2003). 

Muchos hidrocarburos, contenidos en el crudo, tienen efectos muy 

tóxicos sobre los ecosistemas acuáticos.  

Las consecuencias de los vertidos de crudo de petróleo en el agua suelen 

ser catastróficas. En los ecosistemas acuáticos, sus principales 

componentes, los hidrocarburos, pueden permanecer durante más de 5 

años ejerciendo su acción tóxica recalcitrante, después de los primeros 

vertidos (Lindstrom & Braddock 2002; Kobayashi et al. 2009; Pelletier et 

al.2004). 

La magnitud de las catástrofes dependerá del alcance del crudo, de la 

cantidad de petróleo vertida, de cómo se transforma química y 

físicamente, y de cuáles son las condiciones de su desplazamiento, 

debido a las corrientes y mareas. 

En la actualidad, podemos encontrar numerosos intentos por reducir los 

impactos producidos por los vertidos. Estos procesos podemos dividirlos 

en tres grandes grupos:  

Métodos Físicos: hasta ahora los primeros en utilizarse en todas las 

catástrofes ocurridas, consistentes en la eliminación del crudo mediante 

su recogida mecánica con grúas, con redes o incluso manualmente. 
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Métodos Químicos: consistentes en la acción de un agente químico que 

degrade los componentes del crudo de petróleo en otro tipo de 

componentes fácilmente eliminables, menos tóxicos, o que permitan  

eliminar los desechos del vertido mediante métodos físicos. 

Métodos Biológicos de degradación (biorremediación): procesos de 

degradación de compuestos químicos mediante organismos vivos, 

especialmente microorganismos, para obtener energía, metabolitos 

celulares y productos de desecho biológico (Rahman et al. 2002). 

Estos microorganismos pueden ser desde organismos de una única 

especie, consorcios de varias especies que optimizan el rendimiento de 

degradación, hasta organismos modificados genéticamente para obtener 

un mayor rendimiento en la degradación.  

La mayoría de los organismos empleados en la biorremediación de 

vertidos de crudo de petróleo han sido bacterias como Pseudomonas 

aeruginosa (Obayori 2009; Medina, et al 2005), Rhodococcus opacus 

(Wnkelmann et al. 2009), consorcios de bacterias (Komukai-Nakamura 

et al. 1996; Rahman, et al. 2002;) o incluso los últimos avances de la 

ingeniería genética han proporcionado bacterias modificadas 

genéticamente que han resultado más eficientes que sus 

correspondientes salvajes. 

Hasta ahora, la mayoría de los intentos de eliminación del crudo, 

suponían generar residuos peligrosos (Incardona et al. 2009; Wang et al. 

2009) o incluso poblaciones bacterianas, que desplazarían los ciclos de 

vida existentes en las zonas afectadas.  

Pero, ¿qué pasaría si pudiéramos  encontrar un organismo que fuera 

capaz de degradar el petróleo y además contribuir a la formación de una 

nueva cadena trófica constituyendo una población de productores 

primarios? 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Un científico debe tomarse la libertad de plantear cualquier cuestión, 

de dudar de cualquier afirmación y de corregir errores." 

 Julius Robert 
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Para poder comprender en profundidad los mecanismos de adaptación 

de microalgas a contaminantes antropogénicos emergentes, debemos, en 

primer lugar, describir los factores que condicionan el proceso evolutivo 

de estos microorganismos. 

Una vez comprendidos estos factores, y el peso de cada uno de ellos en 

la evolución de las distintas especies, podremos saber sobre cuáles de 

ellos podemos influir.  

Planteando experimentos de laboratorio que controlen los distintos 

factores que influyen en el proceso evolutivo, y sometiendo a distintas 

especies a distintos contaminantes antropogénicos, podemos discernir 

cuáles son los mecanismos más probables de la adaptación de las 

microalgas a esos contaminantes antropogénicos.  

Comprendidos estos mecanismos, podremos aplicar técnicas de 

selección artificial para separar mutantes resistentes a los 

contaminantes mencionados. 

Si realizamos experimentos de adaptación con dosis controladas 

crecientes, podremos seleccionar mutantes mejorados, que resistirán 

dosis más altas que los iniciales obtenidos por selección artifical 

inducida. 

Con los resultados de estos experimentos intentaremos desvelar los 

procesos poblacionales calculando las heredabilidades (que toman 

valores distintos de cero cuando la mutación hace aparecer nueva 

variabilidad genética), o la intensidad de selección que realizan estos 

contaminantes antropogénicos.  

Mediante un diseño experimental relativamente sencillo, podremos 

explicar en qué se basa la resistencia de estos mutantes a los 

contaminantes antropogénicos ensayados, lo que nos permitirá elegir las 

aplicaciones más útiles en las que podrían ser empleados. 

Numerosas serían las aplicaciones para las que podrían usarse estos 

mutantes mejorados, pero en este caso, estudiaremos sólo algunas de 

ellas, como pueden ser la biorremediación de estos contaminantes en 

ecosistemas acuáticos contaminados o la detección de contaminantes en 

pequeñas dosis. 
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 Conocer las fuerzas evolutivas que intervienen en la adaptación de 

microalgas a distintos contaminantes procedentes de la acción 

antropogénica.  

 

 Determinar los mecanismos de adaptación del fitoplancton a 

crudos de petróleo y combustibles de base petrolífera: obtención 

de organismos resistentes. 

 

 Estudiar la respuesta a la selección de los mutantes resistentes. 

 

 Desarrollar un programa de mejora genética por selección artificial 

para organismos haploides frente a los contaminantes estudiados. 

 

 Estimar los principales parámetros de la genética cuantitativa de 

estas peculiares poblaciones de organismos haploides con 

reproducción asexual. 

 

 Analizar la capacidad de biodegradación/bioeliminación y 

biorremediación de los organismos seleccionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"… sin un gran entusiasmo, sin la decisión de dirigir la mirada hacia 

abajo, sin la sed de conocer, sin la disposición a despojarse de toda 

presunción para ser alumno modesto, será imposible realizar ninguna 

investigación o hacerla bien". 

 

Mao Tse-Tung 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

43 

 

 

Describiremos el material y métodos en orden a las preguntas y experimentos 

planteados. 

 

5.1. Mecanismos de adaptación de microalgas a contaminantes 

antropogénicos 

 

Conociendo los factores que influyen en el proceso evolutivo uno de los 

objetivos de este trabajo fue evaluar los efectos tóxicos a corto y a largo plazo 

del crudo de petróleo y del  petróleo, así como del combustible diesel, 

elegidos como un ejemplo representativo de la contaminación antropogénica 

en los ecosistemas acuáticos. Los estudios se realizaron tanto en el 

fitoplancton marino, como en el continental, con el fin de evaluar su 

potencial de adaptación.  

Este estudio podría proporcionar evidencias de la respuesta a la 

contaminación, que permiten evaluar cómo el fitoplancton podría responder 

a la contaminación con productos del petróleo en un futuro cercano. Aunque 

estos experimentos podrían ser considerados una simplificación de la 

realidad, el enfoque evolutivo-ecológico seguido aquí constituye una forma de 

explorar, a través de un modelo experimental riguroso, la capacidad de las 

microalgas para adaptarse al petróleo y sus derivados. 

 

 

Organismos experimentales y condiciones de cultivo: 

 

Como organismos experimentales para realizar un estudio de los 

mecanismos de adaptación de microalgas a contaminantes antropogénicos se 

utilizaron los siguientes:  
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 una cepa de Scenedesmus intermedius Chodat (SiD1). 

 Especie generalmente dispuesta en cenobios de 4 a 8 células, 

alargadas, fusiformes, ligeramente curvada -alcanzando la máxima 

curvatura las células situadas al exterior-. Alcanzan un longitud de 25-

30 µm y un diámetro de 3-6 µn. Destaca una pared celular de 

hemicelulosa lisa pero bien visible, Células uninucleadas, 

generalmente con un cloroplasto único, conteniendo un simple 

pirenoide. Sin embargo se trata de una especie muy polimórfica. Es 

una especie planktónica de agua dulce, prefiriendo ambientes 

eutróficos. 

 

 

 

Figura 1: Scenedesmus intermedius Chodat (Protist Information Server) 

 

 una cepa de Microcystis aeruginosa (Kützing). 

 Células esféricas, pequeñas (2-5 µm de diámetro), generalmente 

agrupadas por mucílago formado colonias en las que las células 

aparecen agrupadas muy densamente; estas colonias que llegan a ser 

lo suficientemente grandes como para poder detectarse a simple vista 

con su característico color verde-azulado. Cerca de la superficie celular 

se distingue un patrón reticulado. La división celular ocurre en 3 

planos, perpendiculares uno a otro en las sucesivas generaciones. Se 

trata de una cianobacteria ubicua que prefiere los ambientes entrófico. 
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Figura 2: Microcystis aeruginosa (algaebase.org) 

 una cepa de Dunaliella tertiolecta (Butcher) (DtM1), Especie unicelular, 

de forma piriforme, de unos 15 µm de longitud, ligeramente acuminada 

en su extremo anterior,  generalmente biflagelada (con flagelos del 

doble de la longitud celular) , nadadora activa, uninucleada, con un 

par de vacuolas contráctiles, cloroplastos estrechos, con pirenoides 

claramente destacados. Nunca se encontró reproducción sexual en 

esta especie. 

 

 

 

Figura 3: Dunaliella tertiolecta (Colección de cultivos Utex, Texas) 
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Las dos primeras especies fueron aisladas de una laguna prístina en el 

Parque Nacional de Doñana, España, y pertenecen al fitoplancton de aguas 

continentales. La tercera especie, procedente de agua marina costera fue 

aislada de un área protegida en Bocche di Bonifacio (Isla de N. Sardegna; 

Italia). 

En ninguna de las áreas mencionadas ni en sus proximidades, se habían 

descrito vertidos de crudo de petróleo antes y durante los muestreos.  

Los cultivos fueron fundados a partir del aislamiento de una célula, para 

evitar la aparición de mutantes aleatorios que pudieran haberse acumulado 

en la población durante los ciclos de crecimiento anteriores al experimento.  

Las microalgas mencionadas crecieron en condiciones axénicas, en cajas de 

cultivo Greiner (Greiner; Bio-One Inc., Longwood, 46 NJ, USA), conteniendo 

20 mL de medios  BG11 (Sigma–Aldrich), para Scenedesmus (SiD1) y 

Microcystis (MaD3), y  f/2  para Dunaliella (DtM1). Se mantuvieron los 

cultivos a 22 ºC, con una densidad de flujo de fotones contínua de 80 µmol 

m−2 s−1, con una longitud de onda de entre 400–700 nm, procedente de tubos 

fluorescentes. Las especies ensayadas fueron mantenidas en mid-log, 

crecimiento exponencial mediante transferencias sucesivas de inóculos de 6 

× 105 células a medio de cultivo nuevo. Bajo esas condiciones, los cultivos 

crecieron asexualmente.  

Sólo los cultivos que no contenían bacterias fueron usados en los 

experimentos. La ausencia de bacterias se comprobó mediante observación 

directa usando un microscopio de epifluorescencia, después de realizar una 

tinción con naranja de acridina. 

 

Medida de la máxima respuesta a la selección tras el experimento de 

Ratchet.  

 

Para estimar la respuesta de adaptación genética desarrollamos un 

procedimientos inspirados en las metodologías convencionales utilizados en 

genética cuantitativa para medir la respuesta a la selección artificial 

(Falconer 1981). 
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En primer lugar estimamos la respuesta a la selección (R) como:  

 

R = σf – σ0  (Falconer 1981) 

donde: 

 σf: valor medio fenotípico de la población de microalgas después del 

experimento de Ratchet.  

 σ0: valor medio fenotípico de la población de microalgas antes del 

experimento de Ratchet.  

En nuestro caso y justo al final de nuestro experimento de ratchet, la 

respuesta a la selección coincide con la máxima respuesta a la selección 

(Rmax) ya que el experimento de Ratchet prosiguió hasta que no se alcanzó 

mas respuesta. 

Dado que: 

 

Rmax = i h2 σp  (Falconer 1981) 

donde: i es la intensidad de la selección, h2 es la heredabilidad y σp es la 

desviación estándar de los valores fenotípicos de la población. 

Como conocemos el valor de Rmax podemos estimar una serie de valores de 

interés. Podemos estimar h2 como la pendiente de la línea de regresión entre 

los valores medios iniciales (antes del experimento de Ratchet) y finales 

(después del experimento de Ratchet). 

Dado que podemos calcular directamente σp y conocemos todos los demás 

valores de la ecuación, también podemos estimar la intensidad de la 

selección (i). 
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Test de toxicidad inicial: 

Se utilizaron como agentes selectivos, un estándar de petróleo (Fluka 

Analytical Petroleum Special Sigma–Aldrich Chemie, GmbH, Ch-9471, 

Buchs, Germany 77370), y un estándar de diesel (Sigma–Aldrich Chemie, 

GmbH, Ch-9471, Buchs, Germany Ref w1361), para asegurar la repetibilidad 

de los ensayos. 

El estándar de petróleo utilizado contiene un 18% de hidrocarburos 

aromáticos. Los agentes selectivos se utilizaron en concentraciones de 0.15%, 

0.45%, 1.5%, 3%, 9%, 12% diluídos en medio BG-11. 

Para realizar una mezcla homogénea de los patrones de petróleo y diesel con 

los cultivos, el medio de cultivo junto con los agentes selectivos de fueron 

sonicados con pulsos de 10 segundos cada uno, con una potencia de 40W y 

una frecuencia de 16, con un sonicador Vibra Cell  (Sonics & Materials, Inc., 

Danbury, USA), manteniendo los tubos en un baño de hielo picado durante 

el proceso, para evitar el calentamiento de los tubos. 

Se analizó el efecto de las concentraciones crecientes de petróleo o diesel 

sobre la eficiencia fotosintética de las cepas de SiD1 y DtM1, midiendo los 

cambios en el rendimiento cuántico del fotosistema II (PSII). 

Se realizaron medidas utilizando un fluorímetro de pulsos de amplitud 

modulada (ToxY-PAM fluorimeter Walz, Effeltrich, Germany), sobre 

triplicados de muestras expuestas a petróleo. Las medidas fueron tomadas 

48 horas después de la adición de petróleo para asegurar la exposición 

completa de los cultivos al agente selectivo durante un ciclo completo. El 

rendimiento cuántico efectivo se calculó como sigue: 

 

 

Donde F’m (fluorescencia máxima bajo luz actínica constante) y Ft 

(fluorescencia en estado estable de la clorofila) son los valores máximos de 

fluorescencia de células adaptadas a la luz, respectivamente (Schreiber et al., 

1986). 
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El efecto tóxico del petróleo o del diesel fue estimado calculando la tasa de 

crecimiento máxima de aclimatación (r), en muestras triplicadas de cultivos 

en fase de crecimiento exponencial, en presencia de concentraciones 

crecientes de petróleo de acuerdo con la ecuación del  experimento de Crow 

and Kimura (1970): 

 

donde Nt y N0 representan el número de células al principio y al final del 

experimento, y t= 5 días es el tiempo que los cultivos fueron expuestos a 

concentraciones crecientes del agente selectivo.  

Tanto los controles como los cultivos experimentales fueron contados usando 

un microscopio invertido  (Axiovert 35; Zeiss) y un hemocitómetro. 

 

Análisis de Fluctuación: 

El análisis de fluctuación permite conocer la naturaleza de la mutación y 

distinguir entre dos modelos generales:  

Modelo 1: la mutación es preadaptativa preselectiva y general. 

Modelo 2: la mutación es postadaptativa, postselectiva y específica. 

Se llevó a cabo un análisis de fluctuación modificado para cultivos líquidos 

de fitoplancton, (Costas et al., 2001; Lopez-Rodas et al., 2001), en los cultivos 

de microalgas de las especies de estudio, con dosis de agentes selectivos 

superiores a las dosis letales encontradas en el experimento anterior, para 

analizar la  naturaleza de la mutación que confiere la resistencia, al petróleo 

y al diesel (Fig. 4). 

Para el Set 1, se inocularon 50 tubos de cultivo de pyrex estériles (Pyrex, 

Barloworld Scientific Ltd, Stone, UK), de 13 mL, con una población de N0 = 

102 células salvajes de M. aeruginosa (MaD3), D. tertiolecta (DtM1) y S. 

intermedius (SiD1). 
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Figura 4: Esquema del análisis de fluctuación. 

 

Este pequeño número de células es suficiente para prácticamente asegurar 

que no existen mutantes a priori, en la población de estudio. 
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Los cultivos crecieron axénicamente en 4mL de medio BG11, bajo 

condiciones no selectivas. Cuando cada uno de los cultivos adquirió el 

número de células apropiado para comenzar el experimento de fluctuación 

(Nt ≈ 105 células), se añadió el agente selectivo (petróleo o diesel). El análisis 

de fluctuación fue llevado a cabo usando 3 concentraciones diferentes de 

petróleo y diesel (3%, 9% and 21%, v/v petróleo o diesel /agua, 

respectivamente). Simultáneamente, en el Set 2, se fundaron los controles, 

en 25 tubos de cultivo de pyrex estériles (Pyrex, Barloworld Scientific Ltd, 

Stone, UK), inoculados con una población de 105 células de SiD1, MaD3 o 

DtM1, respectivamente, de cada una poblaciones experimentales iniciales.  

Se añadió el agente selectivo (petróleo o diesel), usando las mismas 

concentraciones que en el Set 1. Una vez preparados todos los cultivos 

experimentales, éstos se dejaron crecer bajo condiciones selectivas durante 

60 días, para asegurar que una sola célula mutante de las que pudiera 

aparecer fuera capaz de generar suficiente descendencia como para ser 

detectada. Las células resistentes encontradas en cada uno de los cultivos se 

contaron utilizando un microscopio invertido. Cada uno de los cultivos se 

contó “a ciegas”, al menos por dos personas distintas.  

De acuerdo con Luria y Delbrück (1943), podemos encontrar dos resultados 

independientes, como consecuencia de dos fenómenos de adaptación (Fig. 4). 

En primer lugar, podemos encontrar células resistentes que aparecen como 

raras mutaciones pre-selectivas (modelo 1), que ocurren al azar durante la 

época en que los cultivos crecieron de N0 a Nt antes de la exposición al 

petróleo o al diesel; estas mutaciones pueden ocurrir antes en algunos 

cultivos, más tarde en otros o pueden no ocurrir en absoluto. 

En contraste, si las células resistentes surgieron como mutaciones post-

selectivas (modelo 2), inducida por el agente selectivo, cualquiera de las 

células es capaz de adquirir esta resistencia, puesto que las células han 

adquirido resistencia después de la adición del agente selectivo. Por lo tanto, 

la variación en el número de células resistentes por cultivo sería semejante. 

Los cultivos pertenecientes al Set 2, constituyen los controles para el análisis 

de fluctuación (Fig. 4). 
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Si la relación entre la varianza y la media del Set 1 es significativamente 

mayor que la relación entre la varianza y la media del Set 2, entonces 

podremos decir que ha habido fluctuación. Lo cuál confirmaría que las 

células resistentes han surgido de raras mutaciones pre-adaptativas, 

anteriores a la exposición del agente selectivo. 

Si los resultados nos muestran una relación semejante entre la varianza y la 

media entre el Set 1 y el Set 2, entonces podremos deducir que no ha habido 

fluctuación. Lo que confirmaría que las células resistentes se han 

desarrollado debido a mutación inducida por la exposición al agente 

selectivo.  

El último resultado posible que podemos encontrar, es que no haya 

resistentes en ninguna de los cultivos; lo que nos indicaría que ni la 

selección de mutantes espontáneos, que aparecen antes de la exposición al 

agente selectivo, ni ninguna adaptación específica, se ha producido durante 

el crecimiento de los cultivos. 

El análisis de fluctuación permite también estimar la tasa de mutación como: 

 

 

 

donde el parámetro P0 representa la proporción de cultivos del Set 1 que no 

tiene células resistentes. 
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Mejora y selección de organismos resistentes mediante el sistema de  

ratchet: 

 

El sistema experimental de ratchet utilizado tiene como finalidad alcanzar el 

equilibrio entre una fuerte intensidad de selección, motivada por la acción de 

dosis crecientes de los agentes selectivos (petróleo y diesel) sobre los cultivos 

de estudio, y el mantenimiento de un tamaño de la población lo 

suficientemente grande como para aumentar la probabilidad de raras  

mutaciones espontáneas que les confieren adaptación a los agentes 

selectivos utilizados. 

Las mutaciones que confieren resistencia a los cultivos ocurren 

aleatoriamente (como se ha podido comprobar en el análisis de fluctuación), 

y los cultivos que las presentan deben ser sometidos al siguiente nivel del 

ciclo de ratchet sólo cuando su concentración en la población total, es tal 

que, permite el crecimiento, además de soportar diferentes niveles de 

selección. Este procedimiento permite estimar la máxima capacidad de 

adaptación de una especie bajo concentraciones crecientes de los agentes 

selectivos. (Reboud et al., 2007; Huertas et al., 2010, 2011). 

Durante la fase inicial, se prepararon los cultivos control, que contienen 

medio de cultivo, las 3 especies analizadas, y 3 cultivos experimentales para 

cada una de las concentraciones de petróleo o diesel. Las concentraciones 

iniciales de los agentes selectivos empleados fueron las siguientes: 0.15, 0.45 

and 1.5% (v/v), todas ellas diluídas en medio de cultivo BG11, como se 

describió anteriormente. Cada uno de los cultivos se preparó en un tubo con 

tapa de rosca permeable (BRAND, Otto-Schott Str. 2597877 Wertheim, 

Germany), con 20mL de medio BG11, inoculados con 6 × 105 células de tipo 

salvaje procedentes de las cepas de SiD1 y DtM1, obtenidas mediante el 

crecimiento exponencial de los cultivos iniciales. El número inicial de células 

elegido es suficiente para obtener una población grande al final del 

experimento. Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones selectivas durante 

20 días, en cada ciclo de rachet, y luego se analizaron los resultados 

obtenidos. 

El periodo de tiempo de duración del experimento es lo suficientemente largo 

para permitir a los cultivos alcanzar una alta densidad celular.  
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Bajo esas condiciones, la concentración de células fue contada y comparada 

con los resultados obtenidos entre los controles y los cultivos experimentales 

sometidos a los agentes selectivos. Si la concentración en los tubos tratados 

con agentes selectivos es similar a la de los controles, podemos decir que la 

población ha alcanzado un crecimiento significativo. Por lo que dicha 

población, será transferida al siguiente ciclo de ratchet, y expuesta a una 

concentración mayor de los agentes selectivos (Fig. 5). Los cultivos que no 

alcanzan un crecimiento semejante al observado en los controles no se 

transfieren. 

Cada ciclo de ratchet conlleva un incremento de tres veces la concentración 

de agentes selectivos de los empleados en la dosis del ciclo anterior. 

El experimento consta de tres replicados de cultivos de control, y tres 

replicados de cultivos para cada una de las 3 dosis iniciales de agente 

selectivo, para cada uno de los ciclos de ratchet. Cada tubo es transferido 

hasta la siguiente concentración cuando el crecimiento neto del cultivo con 

agente selectivo coincide con el crecimiento de su correspondiente control 

(los tubos se encuentran representados en la figura en la parte lateral 

derecha). 

Los cultivos que no presentaban crecimiento neto fueron mantenidos en la 

misma concentración. Se considera como un ciclo de ratchet cada vez que se 

transfieren los tubos control. El experimento finaliza después de 6 ciclos, 

donde podemos observar crecimiento neto en los controles. La máxima 

capacidad de adaptación corresponde a al concentración máxima del agente 

selectivo, donde podemos observar crecimiento neto. 

Los siguientes ciclos del tratamiento corresponden a dosis de petróleo y 

diesel de 2%, 3%, 4%, 6%, 9%, 12%, 16%, 21% y 30% (v/v), diluídas en el 

medio de cultivo, como se ha descrito anteriormente. 

Cada cultivo individual presenta una probabilidad aleatoria de mutaciones 

particulares beneficiosas, las cuáles pueden surgir individualmente. 

Consecuentemente, cada cultivo individual, fue tratado como una población 

individual. Por lo tanto, si un cultivo tratado con petróleo o diesel alcanza el 

crecimiento observado en los cultivos control, se transfiere al siguiente ciclo 

de ratchet.  
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Figura 5: Esquema del experimento de ratchet. 
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Tanto los cultivos tratados con petróleo como los tratados con diesel, fueron 

inoculados a los siguientes ciclos correspondientes con idénticas 

concentraciones en el número de células, semejantes a las usadas en el cilo 

inicial de fundación del experimento (6 × 105 células). Se consideró el último 

ciclo de ratchet cuando no se observó crecimiento de células en un cultivo 

específico después de un periodo de 90 días. 

Para estimar el número de generaciones durante el experimento de ratchet se 

utilizó la ecuación clásica de Novick y  Szilard (1950): 

  

donde: 

Nt : es el número de células a tiempo=t  

N0: es el número de células a tiempo t=0  

t: es el tiempo  

T: es el tiempo necesario para que prolifere una generación  

g: es el número de generaciones 

 

Test de toxicidad final: 

Finalmente, se evaluó el efecto tóxico de las concentraciones de 9%, 12%, 

16%, 21%, y  30% (v/v) de petróleo o diesel en la eficiencia fotosintética y en 

la tasa de crecimiento de los cultivos derivados obtenidos mediante el 

experimento de ratchet, midiendo la eficiencia fotosintética para las cepas de 

tipo salvaje antes y después del experimento de ratchet y comparándola con 

las obtenidas para los cultivos expuestos a los agentes selectivos. 

 

La concentración máxima que  llevó al crecimiento de cultivos derivados 

obtenida al final de los ciclos de ratchet, proporciona la estimación de la 

capacidad máxima adaptación del cultivo antes mencionado. 
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5.2. Medida de la máxima respuesta a la selección tras el experimento 

de Ratchet.  

 

La herencia entendida como el pool genético que se transmite a lo largo de 

las generaciones, es fácilmente caracterizable en la mayoría de los indiviuos, 

sin embargo estimar como estos caracteres van a manifestarse en los 

individuos de una población, resulta algo más complicado.  

La importancia relativa de la influencia que los efectos que el entorno 

provoca en la manifestación fenotípica de los caracteres cuantitativos, junto 

con la herencia genética que poseen los individuos, constituye el estudio de 

las heredabilidades.  

La contribución que el entorno realiza en la heredabilidad es dificilmente 

medible debido a todos los factores que pueden intervenir o interaccionar 

dando lugar a los distintos fenotipos procedentes de un mismo genotipo.  

Hasta el momento, se han realizado estudios de heredabilidades en 

organismos diploides, con resultados relativamente satisfactorios. Se trata, 

en estos casos, de poblaciones mendelianas en las que hay reproducción 

sexual, y por lo tanto recombinación.  

El caso de la mayoría de las especies fitoplanctónicas es radicalmente 

distinto a las anteriores, debido a que, en general, no se trata de poblaciones 

mendelianas porque se reproducen asexualemente y no hay recombinación. 

En el fitoplancton, normalmente, encontramos diferentes genotipos dentro de 

una misma población; su distinción y separación es una tarea compleja e 

inabordable en la mayoría de las ocasiones, por lo que la medida de la 

heredabilidad en este tipo de organismos, no ha sido hasta ahora abordada. 

Con los datos obtenidos en los experimentos anteriores podemos realizar un 

estudio de la medida de la máxima respuesta a la selección de los 

organismos de ensayo, frente a los contaminantes antropogénicos utilizados 

(petróleo y diesel), es decir, podemos medir la heredabilidad de la eficacia 

bilógica (fitness) en la población estudiada.  
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Esto es posible, porque partimos de un sólo genotipo, en especies con 

reproducción asexual, por lo tanto sin recombinación, y en las que la única 

fuente posible de variabilidad genética, que permita la supervivencia 

superado el umbral de la adaptación fisiológica, es la mutación.  

En este trabajo de investigación se han desarrollado procedimientos 

inspirados en las metodologías convencionales, utilizados en genética 

cuantitativa, para medir, por primera vez, la respuesta a la selección y la 

heredabilidad, en organismos fitoplanctónicos, mejorados mediante  

selección artificial (Falconer 1981). 

En primer lugar estimamos la respuesta a la selección (R) como:  

  

                                     R = σf – σ0           (Falconer 1981) 

donde: 

 σf: valor medio fenotípico de la población de microalgas después del 

experimento de Ratchet. 

 σ0: valor medio fenotípico de la población de microalgas antes del 

experimento de Ratchet.  

En nuestro caso y justo al final de nuestro experimento de ratchet, la 

respuesta a la selección coincide con la máxima respuesta a la selección 

(Rmax) ya que el experimento de Ratchet prosiguió hasta que no se alcanzó 

más respuesta, es decir, hasta que el crecimiento observado a la dosis de 

contaminante fue nulo. 

Dado que: 

 

                                        Rmax = i h2 σp             (Falconer 1981) 

donde: 

 i: intensidad de la selección.  

 h2 es la heredabilidad.  

 σp: desviación estándar de los valores fenotípicos de la población. 
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Como conocemos el valor de Rmax podemos estimar una serie de valores de 

interés. 

La estimación de h2 puede calcularse como la pendiente de la línea de 

regresión entre los valores medios iniciales (antes del experimento de 

Ratchet) y finales (después del experimento de Ratchet). 

Los valores de σp pueden calcularse directamente y se conocen todos los 

demás valores de la ecuación, por lo que podemos estimar la intensidad de la 

selección (i), mediante la ecuación anterior. 
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5.3. Aplicaciones de los microorganismos obtenidos por selección 

artificial a distintos problemas de biorremediación de 

contaminantes antropogénicos  

 

Una vez seleccionados organismos resistentes con la máxima capacidad de 

adaptación a los contaminantes antropogénicos elegidos petróleo y diesel, 

proponemos en este trabajo de investigación una nueva aproximación para la 

biorremediación de los vertidos de petróleo, concretamente, para 

biodegradación de sus componentes más tóxicos y reclacitrantes, los 

hidrocarburos. 

Organismos experimentales y condiciones de cultivo: 

Para realizar estos experimentos los organismos elegidos debían tener dos 

características principales y diferenciadoras de las bacterias: 

Ser productores primarios, es decir, iniciadores de cadenas tróficas, por lo 

que no necesitan ser eliminados del ecosistema acuático una vez utilizados. 

Ser organismos fotosintéticos, disminuyendo la cantidad de CO2 en la 

atmósfera y aumentando los niveles de oxígeno. 

Estas dos características permitirán que la biorremediación no sólo aumente 

la densidad fitoplanctónica de la zona que reciba el tratamiento, creando 

nuevas cadenas tróficas, recuperando así la riqueza del ecosistema, sino 

también contribuirá a la recuperación de los niveles de óxigeno y CO2 a nivel 

global. 

Los organismos utilizados para realizar estos estudios, que cumplen las 

condiciones anteriormente mencionadas, proceden de una muestra de agua 

en Arroyo Minero de Arriba, Nirihuan, Río Negro, Argentina. Se trata de 

clorofitas unicelulares (microalgas), que fueron identificadas por taxónomos 

como Scenedesmus obtusus  y Scenedesmus rapaporti.  

 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

61 

 

 

Scenedesmus obtusus (Meyen, 1829). Chlorophyceae, Chlorococcales, 

Oocystaceae. Cenobio normalmente de 2 a 4 células (raramente 8 o más) 

normalmente unidas.  Las colonias de 4 están unidas en un plano horizontal 

y desplazadas en el eje. Las células son ovoides con un diámetro mayor de 

7.5 μm y un diámetro menor de 6.5 μm. La densidad celular de estas 

especies fue de 9.200 ± 700 células ml–1 (algaebase.org).  

 

Scenedesmus rapaporti Chlorophyceae, Chlorococcales, Oocystaceae. Especie 

con un cenobio de 2 a 4 células en colonias unidas en un mismo plano y las 

células desplazadas del eje. Las células son más esféricas (solo ligeramente 

ovaladas) con un diámetro mayor de alrededor de 5.5 μm y un diámetro 

menor  de alrededor de 5.0 μm. La densidad celular de estas especies fue de 

7.200 ± 300 células ml–1 (López-Rodas et al., 2009).  

 

               

Figura 6: Scenedesmus obtusus             Figura 7: Scenedesmus rapaporti 

Las especies procedentes de las muestras recogidas de la expedición de 

Arroyo Minero, se aislaron y cultivaron para poder realizar posteriores 

estudios tanto de sus morfologías, como de sus características más insólitas, 

debido a su crecimiento y evolución en un ambiente extremo contaminado 

por un vertido natural de petróleo que se remonta a 1915. 
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Para el aislamiento de las especies encontradas se utilizaron dos métodos: 

Aislamiento directo: utilizando micropipetas con un micromanipulador Zeiss-

Eppendorf conectado a un microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss, 

Oberkochen, Alemania).  

Procedimientos de diluciones sucesivas en placas multiensayo estériles de 

poliestireno. 

Una vez aisladas las cepas fueron re-clonadas mediante el aislamiento de 

una sola célula. 

Las cepas fueron cultivadas en frascos de 100 ml de cultivo celular con tapa 

aireadora (Greiner Bio-One Inc Longwood, Nueva Jersey, EE.UU.), con 20 ml 

de medio de cultivo comercial BG-11 (Sigma Aldrich Química, Taufkirchen, 

Alemania), bajo luz continua de 60 micromol m-2 s-1 de longitud de onda de 

400 a 700 nm proporcionada por tubos fluorescentes day-light (Phillips TLD 

36W/ 33, Francia), a 20 °C en cámaras de cultivo (Cámaras de Crecimiento, 

Modelo AGP, Ing. Climas, C / Industria 498-500, 08918 Badalona, 

Barcelona, España).  

El medio de cultivo BG-11 (Sigma-Aldrich-Fluka) fue preparado con agua 

destilada (Elix 3uV Millipore) según instrucciones del fabricante en una 

cabina de flujo laminar para impedir la presencia de bacterias y refiltrado  a 

través de filtros estériles (Stericup, Millipore) de 0,22 micras de poro. Los 

cultivos se mantuvieron en fase de crecimiento exponencial mediante 

transferencias de un inóculo a nuevas cajas con medio de cultivo nuevo  una 

vez cada 30 días.  

Las cepas aisladas fueron añadidas a la colección de cultivo de microalgas  

del Laboratorio de Genética de la Facultad de Veterinaria, de la Universidad 

Complutense de Madrid. 

Como en todos los casos anteriores, antes de la realización de los 

experimentos, los cultivos fueron clonados a partir de de una sola célula para 

prevenir el crecimiento de mutantes espontáneos que podrían haber 

aparecido en los cultivos iniciales.  
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Para la realización de los experimentos, los cultivos utilizados, procedentes 

de la colección, fueron mantenidos en fase de crecimiento exponencial 

mediante transferencias seriadas de alícuotas de 1-3 ml con nuevo medio de 

cultivo BG-11 una vez al mes. Generándose las réplicas correspondientes 3P 

correspondiente a Scenedesmus obtusus y 4P correspondiente a 

Scenedesmus rapaporti. 

La nomenclatura 3P y 4P, proviene del nombre con el que se encuentran 

registradas las cepas utilizadas, en el Banco Español de Algas para Patentes: 

Sc3P: Scenedesmus obtusus. 

Sc4P: Scenedesmus rapaporti. 

La ausencia de bacterias en los cultivos se confirmó semanalmente mediante 

tinción con naranja de acridina de una muestra del cultivo, ésta fue 

observada con un microscopio de epifluorescencia. 

 

Análisis de biodegradación y/o bioacumulación de petróleo y derivados 

 

El objetivo de este trabajo experimental fue comprobar si las especies 

utilizadas eran capaces de degradar los hidrocarburos procedentes del 

petróleo, y si la tasa de degradación de hidrocarburos era igual en ambas 

especies: Scenedesmus obtusus y Scenedesmus rapaporti (nueva especie 

aislada del muestreo). 

Para ello se fundaron cultivos de estas especies con un 5% de Fluka 

Analytical Petroleum Special, con el siguiente diseño experimental (figura 8). 

Se prepararon 4 controles que contenían un 5% de Fluka Analytical 

Petroleum Special, en BG-11, y 2 series (una por cada especie microalgal) de 

cuatro muestras cada una, procedentes de los cultivos de las dos especies 

mencionadas anteriormente, con un contenido del patrón de petróleo igual 

que en el caso de los controles. 
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Figura 8: diseño esquemático del experimento de biodegradación y/o bioacumulación de 

petróleo 

 

El petróleo es insoluble en agua, por lo que para asegurar que éste se 

homogeneizaba en toda la muestra preparada para el experimento, 

previamente a la adición de las microalgas, en el caso de las muestras de los 

cultivos, y en todas las muestras de los controles, las preparaciones fueron 

sonicadas con Vibra Cell (Sonics & Materials Inc., Danbury CT, USA). El 

patrón de sonicación fue de 4 pulsos cada 20 segundos, con una potencia de 

40 watios y a una frecuencia de 16kHz. 
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Una vez añadidas las microalgas, los cultivos preparados, se incubaron en 

una cámara de cultivo durante 15 días a una temperatura de 22ºC. 

Transcurridos los 15 días correspondientes al experimento se filtraron las 

muestras, para eliminar la biomasa algal y cualquier otra materia sólida 

presente en las mismas. Como filtro se utilizó una red de plancton, en primer 

lugar, y posteriormente un filtro de jeringa de 0.22 (m de los que se 

obtuvieron los extractos acuosos para el posterior análisis de la tasa 

degradación de hidrocarburos. 

Los extractos acuosos obtenidos se analizaron bajo un método basado en la 

norma ASTM 3921 (Standard Test Method for Oil and Grease and Petroleum 

Hydrocarbons in Water) y el método EPA 418b (Petroleum Hydrocarbons 

(Spectrophotometric, Infrared). 

 

Diseño estadístico: 

 

De los datos obtenidos en los experimentos realizados se efectuó un análisis 

estadístico, basado en conceptos no paramétricos. 

Los objetivos principales del análisis estadístico efectuado, fueron: 

 

 Determinar si hubo biodegradación, evaluando la existencia de 

diferencias significativas entre los valores obtenidos en los 

experimentos realizados, para los controles y para las dos especies 

estudiadas. 

 Calcular las tasas de biodegradación.  

 Determinar si existen diferencias entre las tasas de biodegradación de 

las dos especies estudiadas, comparando los resultados obtenidos en 

los experimentos entre las dos especies entre sí. 
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Para estudiar si existía o no biodegradación, se utilizó un test H de Kruskal-

Wallis no paramétrico, utilizando el paquete estadístico GraphPadInstat 

(GraphPad, Inc) para Apple. 

El cálculo de las tasas de biodegradación se obtuvo comparando los 

resultados de la cantidad de petroleo contenida en los controles sin células y 

los cultivos experimentales, para determinar la bioeliminación 

/biodegradación correspondiente a las especies elegidas. 

Para evaluar si había diferencias entre las tasas de 

bioeliminación/biodegradación se utilizó un test “a posteriori” (test de Dunn) 

que analiza las diferencias por pares de tratamientos y posteriormente se 

empleó un remuestreo por bootstraping (remuestreo con 150 valores), para 

corroborar los resultados obtenidos en el Test de Dunn. 

No se empleó un ANOVA (Análisis de Varianza) paramétrico al no cumplirse 

las condiciones de normalidad (distribución normal de los resultados), 

homocedasticidad (homogeneidad de las varianzas), etc., requeridas para su 

aplicación. 

La aplicación de estos tratamientos estadísticos proporciona un análisis 

cuantitativo de resultados, que permite corroborar si existe o no 

bioeliminación/biodegradación y cuál es la tasa de 

bioeliminación/biodegradación de cada uno de los microorganismos 

ensayados. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Si no quieres obtener los mismos resultados no hagas siempre lo 

mismo" 

 

Albert Einstein
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6.1. Mecanismos de adaptación de microalgas a contaminantes 

antropogénicos: petróleo y diesel. 

 

Resultados del Test de toxicidad inicial 

Según los resultados obtenidos en los experimentos realizados, podemos 

decir que tanto el estándar de petróleo (Fluka Analytical Petroleum 

Special Standard), como el estándar de diesel (Diesel Oil Standard), son 

extremamente tóxicos para todas las especies ensayadas. (Tabla 1) 

Concentraciones de petróleo y diesel de tan sólo 0.45% (v/v) producen 

una inhibición considerable de la la fotosíntesis (PSII) en todas las 

especies analizadas.  

Los efectos adversos se incrementan drásticamente para 

concentraciones de 1.50% (v/v). El petróleo parece ser más tóxico que el 

diesel según los datos encontrados.  

 

 % Inhibicion del φPSII (media + desviación estándar) 

Dosis 
Patrón de Petróleo  Patrón de Diesel 

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 

0% (control) 0 0 0 0 0 0 

0.15 % 3±0 1±0 8±2 4±0 3±1 8±1 

0.45 % 13±1 19±1 28±5 13±1 20±1 26±3 

1.50 % 25±2 28±1 79 ± 4 19±1 27±1 70 ± 9 

3 % 28±1 32±2 100 23±2 31±3 100 

9 % 50±1 84±9  31±2 85±11  

12 % 81±1 100  100 85±3  

 

Tabla 1: Test de toxicidad inicial: efectos en el incremento de dosis de patrones de 

petróleo y diesel en la fotosíntesis (actividad de PSII)  
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Los efectos tóxicos del petróleo y del diesel demostraron un amplio grado 

de variación interespecífica. Una concentración del 3% (v/v) de cada uno 

de los agentes selectivos es capaz de inhibir el 100% de la actividad de  

PSII y el crecimiento de la cepa de MaD3 (Cyanobacteria). En contraste 

con estos resultados, se requieren concentraciones de 9% y 12% (v/v) de 

petróleo o diesel para inhibir el 100% de la actividad de  PSII y el 

crecimiento de la cepa DtM1 y SiD1, respectivamente. (Tabla 1 y Tabla 

2) 

 

 

 % Tasa de Crecimiento (r)  (media + desviación estándar) 

Dosis  
Patrón de Petróleo Patrón de Diesel 

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 

0% control 0.74±0.05 0.61±0.03 0.53±0.05 0.74±0.05 0.61±0.03 0.53±0.05 

0.15 % 0.73±0.2 0.61±0.04 0.42±0.05 0.72±0.04 0.60±0.03 0.45±0.02 

0.45 % 0.68±0.03 0.53±0.002 0.16±0.04 0.69±0.01 0.56±0.04 0.18±0.03 

1.50 % 0.36±0.06 0.29±0.08 0.09±0.05 0.45±0.05 0.31±0.10 0.07±0.03 

3 % 0.31±0.11 0.26±0.10 
No hay 

crecimiento 
0.37±0.03 0.28±0.07 

No hay 

crecimiento 

9 % 0.04±0.03 
No hay 

crecimiento 
 0.11±0.04 

No hay 

crecimiento 
 

12 % 
No hay 

crecimiento 
  

No hay 

crecimiento 
  

 

Tabla 2:  tasa de  crecimiento (r), de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), 

Dunaliella tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) anteriores al 

experimento de ratchet. Dosis expresadas en v/v (petróleo o diesel /medio de 

cultivo). 
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Resultados del análisis de fluctuación: 

 

Se obtuvieron tres resultados distintos para el análisis de fluctuación de 

las cepas de MaD3, DtM1 y  SiD1 bajo condiciones crecientes de 

petróleo y diesel (Tabla 1 y Tabla 2). 

Las microalgas responden por medio de aclimatación fisiológica en las 

concentraciones más bajas de de petróleo o diesel (3% en el caso de 

DtM1; 3% y 9% en el caso de SiD1). Las células resistentes fueron 

capaces de crecer en todos los cultivos de los experimentos del 1 Set y 

Set 2 y no se observó ninguna fluctuación (varianza/media ≈ 1 

constante con variabilidad de Poisson (p < 0.05, usando un test 2 de 

bondad de ajuste). 

Las microalgas se adaptan mediante raras mutaciones aleatorias para 

concentraciones medias de los agentes selectivos considerados, petróleo 

y diesel (3% en el caso de MaD3, 9% en el caso de DtM1 y  21% en el 

caso SiD1).  

En estos casos, la densidad celular se redujo drásticamente en cada 

cultivo experimental debido a la destrucción de células sensibles. Sin 

embargo, después de la incubación adicional durante varias semanas, 

varios cultivos recuperaron la densidad celular, debido al crecimiento de 

variantes resistentes al petróleo o al diesel. 

 En el caso de Set 1, sólo algunos cultivos se recuperaron después de 60 

días de la exposición (tabla 2). En todos los cultivos del Set 1, la 

varianza excede significativamente a la media (varianza/media > 1; p < 

0.001, usando un test  2 de bondad de ajuste). En contraste con estos 

resultados, cada uno de los cultivos del Set 2 se recuperarn de la 

exposición y se pudieron detectar un número similar de células 

resistentes en cada uno de los cultivos (Tabla 1 y Tabla 2). 

 Los resultados correspondientes a una alta fluctuación encontrada en 

los cultivos del Set 1 se considera razonable porque podría deberse a 

distintos procesos de errores de muestreo, que permiten inferir que las 

células resistentes a petróleo surgieron debido a las raras mutaciones, 

espontáneas ocurridas previamente a la exposición a los agentes 

selectivos. 
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 La tasa de mutación estimada (r) desde cultivos sensibles a resistentes, 

a petróleo y a diesel observada fue de 1.2 × 10−5 y  1.8 × 10−5 mutantes 

por división de célula (Tabla 2). 

Las microalgas de las especies ensayadas son capaces de crecer (no de 

adaptarse) en presencia de altas concentraciones de petróleo y diesel 

(9% y 21% en el caso de MaD3, y 21% en el caso de DtM1). 
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M. aeruginosa (Ma3D) 

 

 

% Patrón de Petróleo (V/V) 

3% 9% 21% 

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 

Nº de cultivos 
replicados 

50 25 50 25 50 25 

Nº de cultivos con 0 
células resistentes 

9 - 50 25 50 25 

desde 1 a 104 34 25 - - - - 

> 104 cél. resistentes 
7 - - - - - 

Fluctuación Sí  No  No  

Mecanismo de 
Adaptación 

Mutación  Ninguno  Ninguno  

Tasa de mutación (µ) 1,7x 10-5      

 

 

% Patrón de Diesel (V/V) 

3% 9% 21% 

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 

Nº de cultivos 
replicados 

50 25 49 25 50 25 

Nº de cultivos con 0 
células resistentes 

8 - 49 25 49 25 

desde 1 a 104 31 25 - - - - 

> 104 cél. resistentes 
11 - - - - - 

Fluctuación Sí  No  No  

Mecanismo de 
Adaptación 

Mutación  Ninguno  Ninguno  

Tasa de mutación (µ) 1,8x 10-5      

 

Tabla 3: Resultados del análisis de fluctuación de M. aeruginosa en Patrón de petróleo y Diesel 
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D. tertiolecta (DtM1) 

 

 

% Patrón de Petróleo (V/V) 

3% 9% 21% 

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 

Nº de cultivos 
replicados 

50 25 50 25 50 25 

Nº de cultivos con 0 
células resistentes 

- - 15 - 50 25 

desde 1 a 104 - - 38 25 - - 

> 104 cél. resistentes 
50 25 7 - - - 

Fluctuación No  Sí  -  

Mecanismo de 
Adaptación 

Adaptación 
fisiológica 

 Mutación  Ninguno  

Tasa de mutación (µ)   1,2x 10-5    

 

 

% Patrón de Diesel (V/V) 

3% 9% 21% 

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 

Nº de cultivos 
replicados 

50 25 50 25 50 24 

Nº de cultivos con 0 
células resistentes 

- - 13 - 50 24 

desde 1 a 104 - - 38 25 - - 

> 104 cél. resistentes 
50 25 9 - - - 

Fluctuación No  Sí  -  

Mecanismo de 
Adaptación 

Adaptación 
fisiológica 

 Mutación  Ninguno  

Tasa de mutación (µ)   1,3x 10-5    

 

Tabla4 : Resultados del análisis de fluctuación de D. tertiolecta en Patrón de petróleo y Diesel 
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Scenedesmus intermedius (SiD1) 

 

 

% Patrón de Petróleo (V/V) 

3% 9% 21% 

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 

Nº de cultivos 
replicados 

50 25 50 25 50 25 

Nº de cultivos con 0 
células resistentes 

- - - - 13 - 

desde 1 a 104 - - - - 32 25 

> 104 cél. resistentes 
50 25 50 25 5 - 

Fluctuación No  No  Sí  

Mecanismo de 
Adaptación 

Adaptación 
fisiológica 

 Adaptación 
fisiológica 

 Mutación  

Tasa de mutación (µ)     1,3x 10-5  

 

 

% Patrón de Diesel (V/V) 

3% 9% 21% 

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 

Nº de cultivos 
replicados 

50 25 50 25 50 25 

Nº de cultivos con 0 
células resistentes 

- - - - 11 - 

desde 1 a 104 - - - - 25 - 

> 104 cél. resistentes 
50 25 50 25 14 - 

Fluctuación No  No  Sí  

Mecanismo de 
Adaptación 

Adaptación 
fisiológica 

 Adaptación 
fisiológica 

 Mutación  

Tasa de mutación (µ) -  -  1,5x 10-5  

 

Tabla 5: Resultados del análisis de fluctuación de S. intermedius en Patrón de petróleo y Diesel 
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Resultados de la selección y mejora de resistentes mediante 

ratchet: 

 

La capacidad de adaptación al petróleo o al diesel de las tres especies 

estudiadas fue estimada en cultivos derivados, manteniendo grandes 

poblaciones, contínuamente expuestas a altas concentraciones del los 

agentes selectivos durante el experimento de ratchet. (Tabla 6). 

Se observaron diferencias considerables durante el tiempo o  el número 

de generaciones requeridas para conseguir un crecimiento significativo 

de los cultivos, bajo exposición de los mismos, a concentraciones 

crecientes de estándares de petróleo o diesel en todas las especies 

ensayadas (Tabla 6). 

La cianobacteria MaD3, procedente de aguas continentales, fue la que 

mostró menor capacidad de adaptación, comparada con el resto de las 

especies. Como se puede ver en la tabla 3, MaD3, es capaz de resistir 

concentraciones de estándares de petróleo o diesel de entre el 6 y 9% 

(v/v), pero no se observa crecimiento por encima de esas 

concentraciones. Según lo expuesto anteriormente podemos decir que la 

máxima concentración de petróleo o de diesel a la que se puede adaptar 

la cianobacteria mencionada es del 9% (v/v). 

En contraste con estos resultados la clorofila de la especie S. 

intermedius, también procedente de aguas continentales, presenta, 

según los resultados la mayor capacidad de adaptación, a los 

contaminantes expuestos. 

Se observó crecimiento en cultivos de SiD1 expuestos a concentraciones 

superiores al 11% (v/v) de estándares de petróleo y diesel (Tabla 6).  

La microalga marina D. tertiolecta fue capaz de crecer a concentraciones 

de petróleo o diesel del 16% (v/v). El proceso de selección por ratchet 

progresó durante numerosas generaciones (alrededor de 310, 220 y 160 

en SiD1, DtM1 y MaD3, respectivamente). 
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Además de estos resultados, los experimentos de ratchet nos 

proporcionan otros resultados importantes. Cada una de las réplicas de 

los cultivos ensayados constituye una población independiente. Por esta 

razón, los experimentos realizados nos permitieron analizar tres 

poblaciones independientes 

Como regla general, las tres réplicas de la misma cepa evolucionan de 

manera similar. Aunque se observaron diferencias en el tiempo o en el 

número de generaciones a medida que se incrementaba la dosis de los 

agentes selectivos, durante el proceso de adaptación en el experimento 

de ratchet (Tabla 6) . 

Esta variación entre réplicas de la misma especie en las mismas 

condiciones, nos revela la influencia del azar en el proceso de 

adaptación. 
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Scenedesmus  

intermedius 

Dunaliella     

tertiolecta 

Microcystis 

 aeruginosa 

Ciclo 

Ratchet 
Población 

Dosis 

Ratchet 
Patrón de 

Petróleo     

Patrón de 

Diesel  

Patrón de 

Petróleo     

Patrón de 

Diesel 

Patrón de 

Petróleo     

Patrón de 

Diesel 

1º 

1 0,15  0,45 20 20 20 20 40 20 

2 0,45  1,5 40 40 40 40 40 80 

3 1,5    2,0 40 40 40 40 80 80 

2º 

1 0,45  1,5 40 20 40 40 40 40 

2 1,5    2,0 20 20 20 20 80 60 

3 2,0     3,0 20 20 20 40 80 80 

3º 

1 1,5    2,0 20 20 20 20 20 20 

2 2,0    3,0 20 20 40 20 80 60 

3 3,0     4,0 20 20 40 40 80 80 

4º 

1 2,0    3,0 20 20 40 20 80 80 

2 3,0    4,0 20 20 40 40 60 60 

3 4,0    6,0 40 20 60 40 80 80 

5º 

1 3,0    4,0 20 20 40 40 60 60 

2 4,0    6,0 40 20 60 40 80 60 

3 6,0    9,0 60 40 80 60 80 80 

6º 

1 4,0    6,0 40 20 60 40 60 60 

2 6,0    9,0 60 40 60 60 80 80 

3 9,0    12,0 60 40 80 60 incapaz incapaz 

7º 

1 6,0    9,0 40 40 60 40 incapaz incapaz 

2 9,0    12,0 60 40 80 60 incapaz incapaz 

3 12,0  16,0 60 40 80 80     

8º 

1 9,0    12,0 60 60 80 60 - - 

2 12,0  16,0 60 60 80 80 - - 

3 16,0  21,0 80 60 incapaz incapaz - - 

9º 

1 12,0  16,0 80 60 80 80 - - 

2 16,0  21,0 80 60 incapaz incapaz - - 

3 21,0  30,0 80 80 - - - - 

10º 
1 16,0  21,0 80 80 incapaz incapaz - - 

2 21,0  30,0 incapaz incapaz - - - - 

11º 1 21,0  30,0 incapaz incapaz - - - - 

 

Tabla 6: resultados del crecimiento en los ciclos del experimento ratchet para las 

especies Scenedesmus intermedius, Dunaliella tertiolecta y Microcystis aeruginosa, con 

patrones de petróleo y diesel. 
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Resultados del Test de toxicidad final: 

Se comparó, por último, la inhibición de la fotosistema II (PSII), y la 

tasa de crecimiento después de la exposición de los cultivos, a los 

estándares de petróleo y de diesel, entre los cultivos ancestrales (antes 

de los experimentos), y los mutantes resistentes obtenidos mediante 

análisis de fluctuación o selección mediante ratchet. (Tablas 1 y 4, 

respectivamente). 

Mutantes resistentes obtenidos mediante análisis de fluctuación 

 

Experimento de Fluctuación 
% Inhibición del φPSII (media + desviación estándar) 

Dosis  
(V/V) 

Patrón de Petróleo Patrón de Diesel 

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 

0% control 0 0 0 0 0 0 

0.15% 1 2±1 6±3 1 2±1 6±3 

0.45% 5±2 5±3 14±4 4±3 5±4 17±2 

1.50% 7±1 9±6 29±11 7±2 8±3 28±7 

3% 10±3 17±7 50±10 9±4 14±5 46±10 

9% 15±4 23±10 98±9   13±6 21±7 98±10 

12% 23±4 31±11 - 21±7 32±6 - 

16% 35±6 42±9 - 33±10 44±5 - 

21% 73±7 97±8 - 69±9 91±11 - 

30% 91±11 - - 90±10 - - 

  

Tabla 7: Test de toxicidad final: efectos en el incremento de dosis de patrones de 

petróleo y diesel en la fotosíntesis (actividad de PSII) después del análisis de 

fluctuación. 

Los mutantes resistentes obtenidos mediante análisis de fluctuación 

muestran un incremento significativo en al resistencia a los estándares 

mencionados. Por ejemplo, en el caso de la especie salvaje de SiD1, una 

concentración del 12% de petróleo o diesel inhibe el crecimiento, pero 

los mutantes resistentes obtenidos mediante análisis de fluctuación son 

capaces de crecer a concentraciones del 21% de los agentes selectivos.  
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En el caso de la especie salvaje de MaD3, el crecimiento se inhibe para 

concentraciones del 3% de petroleo o diesel, pero es necesaria una 

concentración del 9%, para inhibir el crecimiento en los mutantes 

obtenidos mediante análisis de fluctuación. 

 

 

 

Experimento de Fluctuación 
Tasa de Crecimiento (r)  (media + desviación estándar) 

Dosis 
(V/V) 

Patrón de Petróleo Patrón de Diesel 

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 

0% control 0.74±0.05 0.61±0.03 0.53±0.05 0.74±0.05 0.61±0.03 0.53±0.05 

0.15% 0.74±0.06 0.60±0.04 0.52±0.05 0.75±0.03 0.57±0.06 0.51±0.05 

0.45% 0.71±0.06 0.55±0.03 0.29±0.08 0.70±0.03 0.55±0.05 0.32±0.03 

1.50% 0.57±0.11 0.51±0.07 0.20±0.07 0.56±0.07 0.53±0.10 0.17±0.07 

3% 0.46±0.09 0.34±0.03 0.05±0.03 0.49±0.12 0.36±0.09 0.05±0.04º 

9% 0.34±0.11 0.17±0.08 
No hay 

crecimiento 
0.36±0.07 0.21±0.08 

No hay 
crecimiento 

12% 0.24±0.13 0.09±0.06 - 0.26±0.02 0.11±0.07 - 

16% 0.09±0.07 0.07±0.05 - 0.11±0.05 0.06±0.04 - 

21% 0.03±0.02 
No hay 

crecimiento 
- 0.05±0.03 

No hay 
crecimiento 

- 

30% 
No hay 

crecimiento 
- - 

No hay 
crecimiento 

- - 

 

 

Tabla 8:  tasa de  crecimiento (r), de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), 

Dunaliella tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) posteriores al 

experimento de fluctuación. Dosis expresadas en v/v (petróleo o diesel /medio de 

cultivo). 
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Resultados de las cepas resistentes obtenidas mediante selección por 

Ratchet 

 

 

Experimento de Ratchet 
% Inhibición del φPSII (media + desviación estándar) 

Dosis  
(V/V) 

Patrón de Petróleo Patrón de Diesel 

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 

0% control 0 0 0 0 0 0 

0.15% 0 0 1 0 0 0 

0.45% 1 2±1 3±1 0 1 2 

1.50% 3±1 5±2 8±3 3±1 3±1 7±2 

3% 4±1 14±4 21±6 4±1 10±1 19±2 

9% 5±4 21±5 35±3 5±3 18±4 32±7 

12% 10±3 28±6 100% 9±2 29±4 100% 

16% 20±2 49±7 - 19±3 48±9 - 

21% 25±5 97±11 - 23±2 96±7 - 

30% 33±7 - - 31±4 - - 

50% 39±9 - - 37±6 - - 

 

Tabla 9: Test de toxicidad final: efectos en el incremento de dosis de patrones de 

petróleo y diesel en la fotosíntesis (actividad de PSII) después del experimento de 

ratchet. 

Además, todos los cultivos resistentes derivados de las especies 

estudiadas (MaD3, DtM1 y SiD1) presentan un incremento significativo 

en sus tasas de adaptación a los agentes selectivos después de varios 

ciclos del experiemento de ratchet, comparados con los mutantes 

obtenidos mediante análisis de fluctuación. La concentración máxima a 

la que son capaces de adaptarse los mutantes seleccionados mediante 

ratchet, es decir, la que permite el crecimiento, nos indica una 

estimación de la máxima capacidad de adaptación antes mencionada en 

los cultivos de las especies estudiadas. 
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Experimento de Ratchet 
Tasa de Crecimiento (r)  (media + desviación estándar) 

 

Dosis 
(V/V) 

Patrón de Petróleo Patrón de Diesel 

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 

0% control 0.74±0.05 0.61±0.03 0.53±0.05 0.74±0.05 0.61±0.03 0.53±0.05 

0.15% 0.74±0.06 0.60±0.03 0.50±0.02 0.72±0.01 0.61±0.04 0.51±0.03 

0.45% 0.72±0.02 0.53±0.01 0.38±0.06 0.72±0.02 0.55±0.04 0.41±0.04 

1.50% 0.71±0.04 0.47±0.06 0.26±0.08 0.73±0.04 0.49±0.05 0.30±0.01 

3% 0.70±0.06 0.38±0.05 0.24±0.07 0.71±0.03 0.41±0.03 0.23±0.05 

9% 0.68±0.05 0.28±0.05 0.15±0.09 0.69±0.06 0.33±0.07 0.16±0.06 

12% 0.61±0.02 0.23±0.08 
No hay 

crecimiento 
0.65±0.07 0.26±0.03 

No hay 
crecimiento 

16% 0.48±0.03 0.12±0.03 - 0.51±0.04 0.14 ±0.05 - 

21% 0.42±0.06 
No hay 

crecimiento 
- 0.45±0.04 

No hay 
crecimiento 

- 

30% 0.38±0.06 - - 0.39±0.03 - - 

50% 0.34±0.05 - - 0.35±0.03 - - 

 

Tabla 10:  tasa de  crecimiento (r), de las cepas de Scenedesmus intermedius 

(SiD1), Dunaliella tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) posteriores 

al experimento de ratchet. Dosis expresadas en v/v (petróleo o diesel /medio de 

cultivo). 
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6.2. Resutados de la respuesta de la eficacia biológica (fitness 

malthusiano) a la selección durante el experimento de Ratchet. 

 

La respuesta del parámetro malthusiano de fitness (eficacia biológica) a 

la selección que se produjo durante el experimento de Ratchet para 

incrementar la resistencia al petróleo y al diesel, varió 

considerablemente entre las distintas dosis: 

La respuesta a la selección fue muy baja (prácticamente cero), a la dosis 

más pequeña estudiada (0.15% de petróleo o de diesel, Tabla 11). 

También la heredabilidad tomó valores muy bajos. Esto indica que 

durante los centenares de generaciones que duró el experimento de 

Ratchet, prácticamente no se fijó en la población ningún nuevo genotipo 

originado por mutación. Aunque la mutación ocurre a una tasa 

constante y tanto el tamaño de las poblaciones como el número de 

generaciones transcurrido asegura la ocurrencia de innumerables 

mutaciones nuevas, estas no se fijan en las poblaciones, principalmente 

porque el efecto tóxico de estas bajas dosis de petróleo y de diesel es lo 

suficientemente bajo como para que una simple adaptación fisiológica 

de los genotipos originales pueda resistirla. 

A medida que aumentan las dosis de petróleo y de diesel, 

progresivamente aumenta la respuesta a la selección, así como los 

valores de heredabilidad en las distintas especies. También se observa 

que las microalgas en general y Scenedesmus en particular se adaptan 

mucho mas fácilmente (por aclimatación fisiológica) que la cianobacteria 

Microcystis.  

Así a dosis de 0.45% de petróleo o de diesel (Tabla 12), la respuesta a la 

selección y la heredabilidad realizada sigue siendo muy baja en 

Scenedesmus y Dunaliella (prácticamente 0, indicando que la adaptación 

todavía se debe a componentes no genéticos), mientras que en 

Microcystis ya se produce una considerable respuesta a la selección 

(alrededor del 0.22) mientras que los valores de heredabilidad son ya de 

aproximadamente 0.56, indicando que en esta especie los componentes 

genéticos ya resultan imprescindibles para lograr la adaptación. 
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A dosis de 1.5% y de 3% de petróleo y diesel (Tablas 13 y 14), en todas 

las especies se observa un elevada respuesta a la selección y valores de 

heredabilidad altos indicando que los componentes genéticos resultan 

ya imprescindibles para conseguir la adaptación a estas dosis elevadas 

de petróleo y diesel. La dosis del 3% marca ya el límite en Microcystis, 

donde el valor de heredabilidad es 1, indicando que toda la adaptación 

se produce debido solo a la base genética. 

Esta tendencia prosigue con las dosis mayores de 9% y 12% de petróleo 

y diesel. El 9% marca ya el límite para Dunaliella, cuya heredabilidad 

alcanza un valor de 1, indicando que toda la adaptación se produce 

debido solo los componentes genéticos. Por último la dosis del 12% de 

petróleo o diesel marca el límite para Scenedesmus (heredabilidad de 1; 

se adapta exclusivamente en base a componentes genéticos). Esta dosis 

también marca el límite de adaptación para Microcystis, que ya no 

consigue adaptarse (Tablas 15 y 16). 

Hay que destacar que tanto la respuesta de todas las especies a todas 

las dosis fue muy semejante con independencia de que el tóxico fuese 

petróleo o gasoil.  
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 DOSIS 0.15% 

 
SiD1 DtM1 MaD3 

 

 

Patrón de 

Petróleo 

Patrón de 

Diesel 

Patrón de 

Petróleo 

Patrón de 

Diesel 

Patrón de 

Petróleo 

Patrón de 

Diesel 

Valor fenotípico 
después de la 

selección 
0,74 0,72 0,6 0,61 0,5 0,51 

Valor fenotípico 
antes de la 
selección 

0,73 0,72 0,61 0,6 0,42 0,45 

Respuesta a la 
selección 

0,01 0 -0,01 0,01 0,08 0,06 

Heredabilidad 
realizada estimada 

0,014 - - 0,016 0,160 0,118 

 

Tabla 11:  parámetros de respuesta a la selección y heredabilidad para dosis de patrones de 

petróleo y diesel del 0.15%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella 

tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) 

 DOSIS 0.45% 

 
SiD1 DtM1 MaD3 

 

 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Valor fenotípico 
después de la 

selección 
0,72 0,72 0,53 0,55 0,38 0,41 

Valor fenotípico 
antes de la 
selección 

0,68 0,69 0,53 0,56 0,16 0,18 

Respuesta a la 
selección 0,04 0,03 0 -0,01 0,22 0,23 

Heredabilidad 
realizada 
estimada 

0,056 0,042 - - 0,579 0,561 

 

Tabla 12:  parámetros de respuesta a la selección y heredabilidad para dosis de patrones de 

petróleo y diesel del 0.45%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella 

tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) 
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 DOSIS 1.5% 

 
SiD1 DtM1 MaD3 

 

 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Valor fenotípico 
después de la 

selección 
0,71 0,73 0,47 0,49 0,26 0,3 

Valor fenotípico 
antes de la 
selección 

0,36 0,45 0,29 0,31 0,09 0,07 

Respuesta a la 
selección 0,35 0,28 0,18 0,18 0,17 0,23 

Heredabilidad 
realizada 
estimada 

0,493 0,384 0,383 0,367 0,654 0,767 

  

Tabla 13:  parámetros de respuesta a la selección y heredabilidad para dosis de patrones de 

petróleo y diesel del 1.5%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella 

tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) 

 DOSIS 3% 

 
SiD1 DtM1 MaD3 

 

 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Valor fenotípico 
después de la 

selección 
0,7 0,71 0,38 0,41 0,24 0,23 

Valor fenotípico 
antes de la 
selección 

0,31 0,37 0,26 0,28 0 0 

Respuesta a la 
selección 0,39 0,34 0,12 0,13 0,24 0,23 

Heredabilidad 
realizada 
estimada 

0,557 0,479 0,316 0,317 1,000 1,000 

 

Tabla 14:  parámetros de respuesta a la selección y heredabilidad para dosis de patrones de 

petróleo y diesel del 3%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella 

tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) 
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 DOSIS 9% 

 
SiD1 DtM1 MaD3 

 

 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Valor fenotípico 
después de la 

selección 
0,68 0,69 0,28 0,33 0,15 0,16 

Valor fenotípico 
antes de la 
selección 

0,04 0,11 0 0 0 0 

Respuesta a la 
selección 0,64 0,58 0,28 0,33 0,15 0,16 

Heredabilidad 
realizada 
estimada 

0,941 0,841 1,000 1,000 1,000 1,000 

  

Tabla 15:  parámetros de respuesta a la selección y heredabilidad para dosis de patrones de 

petróleo y diesel del 9%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella 

tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) 

 DOSIS 12% 

 
SiD1 DtM1 MaD3 

 

 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Patrón de 
Petróleo 

Patrón de 
Diesel 

Valor fenotípico 
después de la 

selección 
0,61 0,65 0,23 0,26 0 0 

Valor fenotípico 
antes de la 
selección 

0 0 0 0 0 0 

Respuesta a la 
selección 0,61 0,65 0,23 0,26 0 0 

Heredabilidad 
realizada 
estimada 

1 1 1 1     

 

Tabla 16:  parámetros de respuesta a la selección y heredabilidad para dosis de patrones de 

petróleo y diesel del 12%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella 

tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) 
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6.3. Aplicaciones de la adaptación de microalgas a contaminantes 

antropogénicos: biorremediación de petróleo en ecosistemas 

acuáticos. 

 

Los resultados de los experimentos, que se resumen en la figura 9, 

muestran como  en condiciones totalmente aisladas de otra fuente de 

carbono no perteneciente al petróleo inoculado, las especies 

consideradas proliferan satisfactoriamente degradando el petróleo.  

De los resultados obtenidos podemos decir que la especie Scenedesmus 

rapaporti presenta una tasa de degradación más alta que la especie 

Scenedesmus obtusus. 

 

 

 

Fig 9: Biodegradación de Hidrocarburos con Sc.obtusus y Sc.rapaporti. 
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Resultados del Análisis estadístico: Comprobación de la existencia 

de biodegradación 

 

De los datos representados en la figura 9 se realiza un Test H de 

Kruskal-Wallis, para comprobar que existe biodegradación o 

biorremediación del agente tóxico inoculado en los experimentos 

realizados. Los resultados obtenidos aparecen en la siguiente tabla: 

 

Comparación de datos procedentes de Controles vs Sc.obtusus y 

Sc.rapaporti 

 

Media de Rangos 

Control 10,5 

KW=7,6 

 

p=0,2* 

 

Sc.rapaporti 3,8 

Sc. obtusus 5,1 

 

Tabla 17: Análisis de datos mediante el test H de Kruskal-Wallis 

 

   * : existen diferencias significativas entre las poblaciones comparadas. 

KW: parámetro de Kruskal Wallis. 

El test H de Kruskal-Wallis indica que una vez calculados los rangos de 

los resultados obtenidos en los experimentos y el parámetro de Kruskal-

Wallis (KW), si la probabilidad obtenida es menor o igual de 0,05 

entonces se demuestra que hay diferencias significativas entre todos los 

resultados de biodegradación obtenidos en los experimentos realizados.  
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Lo que constata que ha existido biodegradación de los hidrocarburos 

presentes en el petróleo inoculado.  

 

Cálculo de las tasas de biodegradación de Hidrocarburos 

 

De los datos representados en la figura 9 se realiza un análisis 

estadístico convencional, cuyos resultados aparecen en la siguiente 

tabla: 

 

Especie Nº Puntos Media s Error std. en µ Mediana 

Control 4 4,450 0,4509 0,2255 4,600 

S. rapaporti 4 1,175 0,8098 0,4049 2,050 

S. obtusus 4 2,375 0,9215 0,4608 2,300 

 

Tabla 18: Datos de  la biodegradación de hidrocarburos con S.obtusus y S.rapaporti 

 

Tasa de degradación de Scenedesmus obtusus: 49 %. 

Tasa de degradación de Scenedesmus rapaporti: 74 %. 
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Cálculo de las diferencias entre las tasas de biodegradación de 

Hidrocarburos  

 

De los datos representados en la figura 8 se realiza un test de Dunn, 

cuyos resultados aparecen en la siguiente tabla: 

 

Diferentes rangos 

Control vs S.rapaporti 6,6 p<0,05* 

Control vs S. obtusus 5,4 p<0,05* 

S.rapaporti vs S. obtusus 1,2 p>0,05 

 

Tabla 19: Test de comparación múltiple de Dunn 

 

* : existen diferencias significativas entre las poblaciones comparadas 

 

El test H de Dunn indica que una vez calculados los rangos de los 

resultados obtenidos en los experimentos y aplicando el estadístico de 

Dunn, si la probabilidad obtenida (p), es menor o igual de 0,05 entonces 

se demuestra que hay diferencias significativas entre los experimentos 

realizados entre los controles y cada una de las especies, sin embargo 

no existen diferencias significativas entre los ensayos realizados entre 

ambas especies. 
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El Boostrap resampling consiste en generar, con los datos obtenidos en 

los experimentos, una serie aleatoria de datos de los mismos valores.  

Esto equivaldría a haber hecho un número de experimentos mucho 

mayor, lo que permite evaluar realmente la diferencia entre las tasas de 

biodegradación de Scenedesmus rapaporti y Scenedesmus obtusus. 

 

S.rapaporti vs S. obtusus p<0,05* 

 

Tabla 20: Bootstrap resampling (generación de 105 datos) 

* : existen diferencias significativas entre las poblaciones comparadas. 

 

A pesar de que el test de Dunn no indica diferencias significativas entre 

las tasas de biodegradación de las especies estudiadas, porque el 

número de experimentos realizados es pequeño, al aplicar un Bootstrap 

resampling aparecen diferencias significativas entre las tasas de 

degradación de las especies estudiadas. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

7. DISCUSIÓN  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Si los resultados no se ajustan a la teoría, peor para la teoría " 

 

" Carlos Castillo del Pino, Naturaleza del saber " 
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7.1. Mecanismos de adaptación y mejora de microalgas a 

contaminantes antropogénicos 

 

Existen muchas evidencias de que el petróleo es tóxico para las 

microalgas, a pesar de que algunas especies son más resistentes que 

otras (Siron et al., 1996; Tewari et al., 2001; Suderman & Thistle, 2004; 

Varela et al., 2006; Salas et al., 2006). En consecuencia, la exposición a 

petróleo o a diesel, inhibe el 100% del crecimiento en todas las especies 

analizadas antes del los experimentos de selección y mejora realizados. 

A pesar de esto, hasta el momento se conoce poco sobre los mecanismos 

de adaptación del fitoplancton a estos contaminantes antropogénicos, y 

sus causas. 

Comprender los mecanismos implicados en la adaptación de microalgas 

expuestas a petróleo o derivados, sería seguramente muy útil para la 

realización de predicciones sobre la evolución de la ecología del 

fitoplancton expuesto a contaminación derivada de crudo de petróleo. 

Los vertidos de crudo de petróleo reducen drásticamente la riqueza de 

especies del fitoplancton, dado que la supervivencia de las microalgas 

sometidas a una contaminación extrema con petróleo sólo podría 

lograrse mediante algún tipo de adaptación (Lopez-Rodas et al., 2009; 

Carrera-Martinez et al., 2010, 2011).  

Generalmente se asume que los organismos fitoplanctónicos pueden 

sobrevivir a contaminantes como resultado de aclimatación fisiológica 

apoyados por modificaciones de la expresión génica. 

Sin embargo, cuando la concentración de un factor tóxico excede los 

límites fisiológicos, la supervivencia se basa en la evolución adaptativa, 

que depende, en última instancia, del origen de nuevas mutaciones 

(Sniegowski and Lenski, 1995; Sniegowski, 2005). 

En los experimentos realizados en este trabajo de investigación, cuando 

las diferentes cepas fueron expuestas a patrón de petróleo o diesel, se 

pudo ver que los cultivos mostraron una destrucción masiva de las 

células sensibles. 
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Después de la incubación posterior con crudo de petróleo o diesel, 

algunos cultivos fueron capaces de crecer debido a las células que eran 

resistentes a los agentes tóxicos. Estas células resistentes son la clave 

para la comprensión de la adaptación del fitoplancton a la 

contaminación de los patrones de petróleo o diesel. 

El análisis de fluctuación permite distinguir entre las células 

resistentes, derivadas de raras mutaciones espontáneas que ocurren al 

azar, durante la replicación de los organismos antes de la exposición al 

petróleo, y células resistentes que adquirieron adaptación inducida por 

la exposición al petróleo o aclimatación, motivadas por las 

modificaciones de la expresión génica. 

Las grandes fluctuaciones en el número de células resistentes a los 

patrones de petróleo o diesel observadas en los experimentos del Set 1, 

en comparación con la fluctuación insignificante en los controles del Set 

2 (observado en las concentraciones de 3%, 9% y 21% (v/v) de patrones 

de petróleo o diesel en agua para Ma3D, DtM1 y SiD1, respectivamente), 

sugiere que estas células resistentes surgieron por raras mutaciones 

espontáneas y no a través de la adaptación directa y específica en 

respuesta a los patrones de petróleo o diesel.  

Los agentes selectivos no estimularon la aparición de las células 

resistentes y en presencia del rápido efecto letal de hidrocarburos 

procedentes del petróleo y del diesel parece improbable la aparición de 

mutaciones adaptativas. 

En contraste cuando los cultivos se exponen a bajas concentraciones de 

los agentes selectivos, no se observa fluctuación, demostrando así, que 

es toxicidad no excede los límites de la adaptación fisiológica. 

Como la adaptación a condiciones extremas, tales como vertidos de 

petróleo o diesel, es difícil, el punto de vista clásico, se asume que la 

adaptación genética bajo condiciones tan extremas es un proceso 

gradual (revisado por Gould, 2002). 
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Por el contrario, según los resultados obtenidos en los experimentos 

realizados podemos decir, que algunas cianobacterias y microalgas 

pueden adaptarse al petróleo o al diesel, extremadamente rápido a 

través de mutaciones individuales. 

Evidencias recientes sugieren que la mutación en un locus permite la 

adaptación de cianobacterias y microalgas a otros ambientes hostiles 

(Flores-Moya et al., 2005; Costas et al., 2007; Lopez-Rodas et al., 

2008a,b) así como a otros contaminantes contaminantes antropogénicos 

(Costas et al., 2001; Lopez-Rodas et al., 2001, 2006; Garcia-Villada et 

al., 2002, 2004). 

Las tasas de mutación de células sensibles al petróleo o al diesel, frente 

a celulas resistentes van desde 1.2 × 10−5 to 1.8 × 10−5 mutantes por 

división celular. Estos valores se encuentran entre los más altos en 

microalgas. Se observaron efectos similares en crudo de petróleo 

(Carrera-Martinez et al., 2010, 2011).  

Por lo general, las tasas de mutación de microalgas de sensibles frente a 

resistentes a los agentes contaminantes, oscilan entre 10−5 y 10−7, 

sugiriendo que el cambio genético necesario para convertirse en células 

resistentes al petróleo o al diesel se logra más fácilmente, que adaptarse 

a otros tipos de contaminantes, en microalgas. 

En cualquier caso, parece ser que la adaptación a altas concentraciones 

de petróleo o diesel es complicada. Ni M. aeruginosa ni D. tertiolecta 

fueron capaces de adaptarse rápidamente a 9% o 21% (v/v) medios con 

petróleo o diesel, respectivamente, en los experimentos de fluctuación. 

Sin embargo, es posible estimar la máxima capacidad de adaptación de 

microalgas a un agente selectivo a través de modelos experimentales 

manteniendo grandes poblaciones de células en constante división bajo 

altas presiones de selección. Esta limitación puede superarse mediante 

la realización de experimentos que incluyen varios valores de presión de 

selección (Huertas et al., 2010, 2011). 
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Este enfoque asegura tanto la aparición de mutaciones que confieren 

adaptación como el mantenimiento simultáneo de una fuerte presión de 

selección, que aseguran su conservación dentro de la población. Estas 

aproximaciones metodológicas se denominan ensayos de ratchet. La 

selección por ratchet incrementa significativamente la resistencia al 

petróleo (por ejemplo hasta seis veces en M. aeruginosa).  

El procedimiento de ratchet estima la máxima capacidad de adaptación 

de microorganismos a un agente selectivo como resulado de dos 

procesos: aclimatación fisiológica  apoyado por modificaciones de la 

expresión génica, y adaptación genética, que ocurre debido a la 

aparición de mutaciones que confieren resistencia y posterior selección. 

Sin embargo, la resistencia máxima debe lograrse mediante la 

adaptación genética. Carrera-Martinez et al. (2010, 2011), demostraron 

que las microalgas eran capaces de proliferar en bajas concentraciones 

de petróleo como resultado de la aclimatación fisiológica, pero la 

adaptación de esas microalgas a altas concentraciones de petróleo 

dependía exclusivamente de nuevas mutaciones que les conferían 

resistencia.   

Después de 10 ciclos de ratchet, S. intermedius, es capaz de crecer en 

medios que contienen incluso concentraciones del 21% de petróleo o 

diesel. De la misma manera, D. tertiolecta, es capaz de crecer, después 

de 9 ciclos de ratchet, en medios con concentraciones del 16% de 

petróleo o diesel. 

Por el contrario, las cianobacterias no demostraron una fuerte 

capacidad de adaptación. Varios estudios sobre adaptación han 

demostrado que las chlorophytas son generalmente las más capaces de 

adaptarse rápidamente a ambiente extremos en comparación con las 

cianobacterias y otras microalgas eucariotas. 

Este patrón se observó por primera vez tras el vertido tóxico de metales 

pesados en la mina de Aznalcóllar en España (Baos et al., 2002) y fue 

confirmado en otros ambientes contaminado con metales pesados tanto 

en España (Lopez-Rodas et al., 2008a), como en otros países (Lopez-

Rodas et al., 2008b, Costas et al., 2007).  
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En el municipio de Casares en España, unas pocas especies de 

chlorophytas mesófilas proliferan como un ejemplo de rápida adaptación 

a aguas contaminadas con una gran cantidad de azufre  (Flores-Moya et 

al., 2005). Esta situación también parece ser el patrón seguido por las 

microalgas en aguas geotérmicas extremadamente contaminadas de 

Italia y Argentina (Costas et al., 2008; Lopez-Rodas et al., 2009). 

Aunque todavía quedan muchas incógnitas sobre el impacto que tiene 

en el fitoplancton la contaminación de petróleo y derivados, este estudio 

demuestra, que es posible obtener una idea de la respuesta de las 

poblaciones  de microalgas a los cambios en las condiciones del hábitat, 

mediante el diseño de experimentos que permitan evaluar la capacidad 

de adaptación genética de estos microorganismos. 

Usando un argumento de tipo "lex parsimoniae", los resultados de este 

trabajo sugieren que la supervivencia del fitoplancton en medios 

contaminados con petróleo y derivados, implica una combinación 

compleja de aclimatación fisiológica, mutación y selección. 

En primer lugar, las microalgas pueden sobrevivir en ambientes 

desfavorables como resultado de la aclimatación fisiológica, que se 

produce  por las modificaciones fenotípicas sin cambios genéticos. Sin 

embargo, cuando el umbral de un factor ambiental supera los límites 

fisiológicos, la supervivencia depende exclusivamente de la adaptación 

genética, apoyado por la aparición de mutaciones que confieren 

resistencia y posterior selección de estos mutantes. Una mutación 

única, rara, espontánea, pre-selectiva es capaz de asegurar la 

supervivencia de las microalgas bajo contaminación al petróleo o al 

diesel. 

La tasa de mutación de la sensibilidad frente a la resistencia contra 

petróleo o diesel es capaz de asegurar la supervivencia de especies de 

microalgas en un ambiente contaminado con hidrocarburos. En 

conclusión, es cierto que las mutaciones y la selección determinarán en 

última instancia, la adaptación de estos microorganismos. 
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7.2. Respuesta de la eficacia biológica (fitness malthusiano) a la 

selección durante el experimento de Ratchet. 

 

Desde un enfoque de genética evolutiva, la aportación conceptual mas 

novedosa de este trabajo consiste en interpretar la respuesta de la 

eficacia biológica (fitness malthusiano) a la selección que se produce 

durante el experimento de Ratchet para incrementar la resistencia al 

petróleo. Lógicamente decidimos trabajar con un parámetro como la 

fitness, porque es el parámetro más importante desde un punto de vista 

evolutivo. 

Desde los inicios de la genética de poblaciones, la posibilidad de obtener 

una predicción de la capacidad de adaptación de un organismo frente al 

cambio ambiental resultó ser un objetivo prioritario. En 1930, Sir 

Ronald Fisher acuñó el Teorema General de la Selección Natural, 

posiblemente el más importante principio de la biología de poblaciones, 

"the rate of increase in fitness of any organism at any time is equal to its 

genetic variance in fitness at that time”. Este principio se aplicó 

principalmente a poblaciones mendelianas de organismos diploides, 

considerando que la variabilidad genética ya existente dentro de las 

poblaciones era la mayor fuente de variabilidad (prácticamente la única). 

Así los mecanismos de mantenimiento de la variabilidad genética en las 

poblaciones (revisados por Fontdevila et al. 1975, Lewontin, 1974) 

cobraron una importancia prioritaria en la biología evolutiva.  

Pero estos estudios expresamente desarrollados para poblaciones de 

organismos diploides con reproducción sexual no pueden aplicarse a 

organismos que son generalmente haploides y con claro predominio de 

la reproducción asexual, entre los que se encuentran organismos tan 

importantes como los organismos fitoplanctónicoslos cuales son 

responsables de la mitad de la producción primaria de la Tierra. 

(Falkowsky & Raven, 1997). 
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En estos organismos se ha seguido otro enfoque diferente: se trata de 

organismos unicelulares microscópicos, con tiempos de generación muy 

cortos (≈ 24 horas), que pueden cultivarse en el laboratorio en 

cantidades ingentes (hasta 60 millones de células ml-1), en los que 

pueden abordarse experimentos implicando centenares de generaciones 

y muchos millones de individuos en poco tiempo. Así se ha optado por 

abordajes experimentales que permitan averiguar el papel de la 

aparición de nuevas mutaciones en la evolución (Costas et al., 2008; 

García-Balboa et al. 2013, Marvá et al. 2010, Lopez-Rodas et al. 2009) y 

elucidar las causas de la adaptación al cambio ( Flores-Moya et al. 2012, 

2008; Rouco et al. 2011). Recientemente también se ha intentado 

predecir el potencial evolutivo de poblaciones de estos organismos 

fitoplanctónicos mediante el cálculo de la heredabilidad (López-Rodas et 

al. 2014, in press). 

Un importante paso se dio cuando se desarrollaron los experimentos de 

ratchet, que permitieron determinar experimentalmente los límites 

máximos de la adaptación (medir la máxima capacidad de adaptación) 

(Orellana et al., 2008; Reboud et al., 2007; Huertas et al., 2010; 2011; 

Romero-López et al., 2012) lo que representó un avance conceptual 

fundamental. Sin embargo estos experimentos adolecían de una 

importante limitación conceptual: aunque podía determinarse 

experimentalmente la máxima capacidad de adaptación, no podía 

saberse cuanto de ésta se debía a los componentes genéticos y cuanto 

se debia a los componentes residuales no genéticos (a la adaptación 

fisiológica).  

En este trabajo se ha realizado un experimento de ratchet para medir 

experimentalmente la máxima capacidad de adaptación al petróleo y al 

diesel. En el que la aclimatación fisiológica juega un papel importante 

sobre todo a bajas dosis. Pero sin duda alguna la aparición de nueva 

variabilidad genética por mutación sobre la que posteriormente actúa la 

selección es el factor más importante a tener en cuenta.  

Aunque se pueda medir experimentalmente la máxima capacidad de 

adaptación, hasta la fecha nadie ha sido capaz de medir cuanto de esta 

adaptación se debía a causas genéticas (en concreto a la aparición de 

nuevas mutaciones que confieren resistencia sobre las que actua la 

selección natural) y cuanto se debe a causas no genéticas.  
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Nuestros resultados describen por primera vez un procedimiento que 

permite determinar cuanto es genético y no genético en la capacidad de 

adaptación a distintas dosis crecientes de petróleo y diesel. Partimos de 

una población inicial sin variabilidad genética (una sola célula que 

empieza a reproducirse asexualmene) en la que por tanto aun no actúa 

la selección, en la cuál, a lo largo de las generaciones aparecen 

mutantes, para acabar con una población final con cierto grado de 

variabilidad genética, resultado de la acción de las fuerzas evolutivas 

(principalmente la mutación originando nuevos genotipos y la  selección 

natural cambiando sus frecuencias). 

Como cabría esperar, la respuesta de la eficacia biológica a la selección 

que se produjo durante el experimento de ratchet para incrementar la 

resistencia al petróleo y al diesel, y que estimamos mediante el 

parámetro malthusiano de fitness (tasa de crecimiento), varió 

considerablemente entre las distintas dosis y entre las diferentes 

especies.  

Lógicamente a las especies les resultó mas fácil adaptarse a bajas dosis 

de petróleo y diesel que a altas. En general puede conseguirse 

adaptación a bajas dosis en parte debido a aclimatación fisiológica y en 

parte debido a la aparición de nuevos mutantes que confieren 

resistencia.  Este fenómeno ya había quedado establecido en anteriores 

trabajos empleando análisis de fluctuación, pero es la primera vez que 

se establece en experimentos de ratchet que afectan a un gran número 

de generaciones. 

A medida que se incrementaron las dosis la heredabilidad aumentó. 

Cuando se alcanzaron las dosis más altas, solo la nueva variabilidad 

genética aparecida por mutación durante los centenares de generaciones 

a lo largo del tiempo, que duró el experimento, permitió su adaptación. 

Aunque tradicionalmente la heredabilidad suele interpretarse en el 

sentido de una partición de varianza (fracción de la variabilidad 

fenotípica debida a componentes genéticos), en último término podemos 

interpretar la heredabilidad como la capacidad de responder a la 

selección.  
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Así nuestra estima de la heredabilidad realizada al final de un 

experimento de ratchet nos permite estimar cual es la máxima 

capacidad genética de respuesta a la selección en poblaciones de 

organismos fitoplanctónicos, en los que a lo largo de las generaciones va 

apareciendo nueva varibilidad genética por mutación. 

 

7.3. La adaptación de microalgas a contaminantes antropogénicos 

específicos: petróleo 

 

Los ambientes extremófilos, caracterizados por los valores extremos de 

pH, materiales tóxicos, altas o bajas temperaturas y otros factores, 

promueven la adaptación de muchos microorganismos a condiciones 

inusuales. 

La proliferación de estos microorganismos en ambientes extremos está 

motivada por la selección natural, que se produce por mutación 

espontánea, es decir, al azar y sin influencia del agente selectivo, 

después de generaciones y generaciones de adaptación, propiciadas por 

ciclos de vida cortos y la alta variabilidad genética presente en los 

mismos. 

La mayoría de las especies degradadoras de crudo de petróleo descritas 

actualmente han sido encontradas  en las proximidades de vertidos, 

tanto naturales como artificiales, como resultado de las adaptaciones 

producidas por mutaciones al azar (preadaptativas) que han realizado 

especies comunes a las condiciones adversas del entorno a las que se 

ven sometidas (Eshafie et al. 2007; Yang et al. 2009; Dasa et al. 2007; 

Mackew et al 2007; Zinjarde & Pant 2002). En la mayoría de los casos 

se trata de especies bacterianas, pero en este trabajo se describen 

también varias especies de microalgas. 

Se ha podido encontrar una variedad muy amplia de biomasa algal 

incluso en las zonas más contaminadas de Arroyo Minero, Argentina.  
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Las microalgas han sido capaces de crecer en contacto con la 

contaminación por vertidos de crudo recalcitrantes. Gracias a su 

adaptación en las adversas condiciones de crecimiento a las que se han 

visto sometidas, unas pocas especies de zooplancton y micro 

invertebrados, han podido también sobrevivir en el ecosistema de Arroyo 

Minero constituyendo una cadena trófica. 

Al parecer, la adaptación a la contaminación de los vertidos de crudo de 

petróleo no es fácil, y la mayoría de las especies de microalgas son 

capaces de realizar satisfactoriamente esta adaptación después de un 

proceso de evolución que incluye procesos de mutación espontánea. 

Después de los experimentos realizados, los resultados parecen indicar 

que las especies de microalgas ensayadas, Scenedesmus obtusus y 

Scenedesmus rapaporti se encuentran perfectamente adaptadas al 

ambiente extremo de Río Negro, en el que las principales fuentes de 

carbono resultan ser crudo de petróleo, en el caso de Arroyo Minero, o 

petróleo, en el caso de los experimentos realizados. 

 

Comparación de Métodos físicos y químicos vs Métodos biológicos 

 

En general, los métodos físicos de eliminación de hidrocarburos 

aplicados a los vertidos de crudo de petróleo o la eliminación del mismo 

crudo en sí, resultan complejos de utilizar, debido a las extensiones de 

los vertidos y a la capacidad de respuesta de remediación de los mismos 

(Trejo-Hernández et al. 2007; Hughey et al. 2007; Nikolopouou & 

Kalogerakis 2008; Chaîneau et al. 2005). Estos métodos, además de ser 

eficaces sólo en las primeras etapas después de haberse producido el 

vertido, son generalmente problemáticos porque los residuos recogidos 

son tóxicos y el almacenamiento de los mismos es complicado.  

Los métodos químicos del mismo modo, presentan serios problemas. Los 

dispersantes empleados pueden ser una alternativa eficaz, pero son 

agentes muy selectivos, en los que la capacidad de actuación, es decir, 

la reacción química producida, requiere unas condiciones de 

temperatura y cinética específicas para proporcionar los rendimientos 

esperados.  
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Aún en los mejores casos, los hidrocarburos y el mismo crudo de 

petróleo, no se degradan totalmente o degeneran en productos que 

resultan todavía tóxicos y que pueden provocar  trágicas consecuencias 

a largo plazo. 

Muchos expertos sostienen que la combinación de dispersantes y crudos 

puede ser más tóxica que el crudo en sí. Después del último vertido en 

el golfo de Méjico, la EPA ha realizado estudios que demuestran que los 

dispersantes no son una buena alternativa para paliar los efectos de los 

vertidos  (Li et al. 2007; Chaîneaux et al. 2005; Kelkar et al. 2007; Saeki 

et al. 2009; Stockstad 2010).    

Según lo descrito anteriormente, la biodegradación parece una 

alternativa muy efectiva para eliminar los hidrocarburos procedentes de 

los vertidos de petróleo en ambientes acuáticos. 

Los estudios realizados describen que en casos de vertidos de 

importante magnitud, como en el caso del vertido del  buque Exxon 

Valdez en 1989, o del Prestige en 2002 el 50% del crudo presente en el 

agua fue biodegradado durante los tres primeros años después del 

vertido (Vega et al. 2009).  

Esta biodegradación puede acelerarse mediante la adición de nutrientes 

al medio para estimular el crecimiento de las poblaciones de 

microorganismos degradadores (Chaîneau et al. 2005; Atlas 1995). 

Los equipos de respuesta frente a los vertidos deben tener en cuenta 

parámetros como el oxígeno presente en el ecosistema y el balance de 

nutrientes en el lugar del vertido. Si las circunstancias son tales que la 

adición de nutrientes sólo aceleran la biodegradación en un grado 

pequeño (Nokolopoulou & Kalogerakis 2008; Oh et al. 2001), entonces la 

decisión debe ser basada en la necesidad de acelerar la desaparición del 

petróleo para proteger un recurso vital o simplemente para acelerar la 

restauración del ecosistema. Si no hay una necesidad inmediata de 

proteger un recurso vital o restaurar el ecosistema, la atenuación 

natural puede ser la respuesta adecuada (Zhang et al. 2005). 
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La elección de los microorganismos empleados en estas 

biorremediaciones, sin embargo es un tema muy amplio y complejo. 

Estudios recientes indican que la biorremediación puede ser una técnica 

útil para los vertidos de crudos ligeros, mientras que los vertidos de 

crudos pesados requieren métodos físicos de absorción (como boom, 

skimmer, etc.) antes de intentar abordar la biorremediación (Mohajeri et 

al. 2010). 

En conclusión, la decisión de emplear métodos físicos o químicos frente 

a la biorremediación en un vertido de petróleo en ambientes acuáticos, 

depende de la zona del vertido, las condiciones físicas del mismo, los 

objetivos de protección del hábitat y cualquier otro factor que pudiera 

tener impacto en el proceso seleccionado. 

 

Comparación entre los distintos microorganismos de 

Biorremediación 

 

Se han realizado numerosos trabajos en el estudio de la biodegradación 

de hidrocarburos procedentes de vertidos de crudo de petróleo desde 

hace mucho tiempo (Kelkar et al. 2007; Obuekwe et al. 2009; Monteiro 

et al. 2009; Reddy & Quinn 1999).  La mayoría de los estudios 

realizados hasta el momento trataban con organismos bacterianos 

(Rahman et al. 2002) pero el empleo de bacterias en la biodegradación 

plantea serios problemas en los ecosistemas donde se utilizan estos 

microorganismos como biodegradadores (Anderson et al. 2009; Wang et 

al. 2009). 

En general, un aumento en una población bacteriana en una zona 

determinada procedente de un tratamiento de biorremediación, hace 

que aparezcan en el ecosistema en cuestión, numerosos productos 

tóxicos para la mayoría de las especies autóctonas procedentes de su 

metabolismo, lo que hace que sea necesario eliminarlas del medio una 

vez degradado el agente tóxico (Saeki et al. 2009).  
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Varios autores han descrito que los residuos de hidrocarburos 

degradados por bacterias son más tóxicos para los organismos acuáticos 

(embriones de peces, camarones y mejillones) de lo que se podía esperar 

(Pelletier et al. 2004; Dasa  et al. 2007). 

Además de esto las reservas de oxígeno y de nutrientes de las que 

dispone el ecosistema se ven alteradas si la presencia de estos 

organismos aumenta en una gran proporción, estimulada por el uso de 

hidrocarburos como fuentes de energía en estos microorganismos 

(Chaîneau et al. 2005). 

Las bacterias son organismos que poseen, en general, una variabilidad 

genética  pequeña, lo cuál dificulta su adaptación a ambientes extremos.  

En lo referente a la degradación de hidrocarburos procedentes de 

vertidos de crudo de petróleo, sus rutas metabólicas de degradación son 

menos complejas que las de las microalgas y los productos obtenidos 

menos degradados, y en algunos casos incluso tóxicos (Lindstrom & 

Braddock, 2002). 

Si consideramos por otro lado las algas como microorganismos 

degradadores, encontramos varias ventajas importantes frente al uso de 

bacterias en la biorremediación. En primer lugar, las algas poseen una 

complejidad mayor que las bacterias en lo que a dotación genética se 

refiere, lo que les permite una mayor variabilidad y plasticidad, y la 

posibilidad de adaptarse más rápido a condiciones desfavorables (Costas 

et al. 2010). 

En cuanto a los productos de degradación obtenidos, las microalgas 

degradan los hidrocarburos procedentes del crudo de petróleo hasta el 

último nivel posible, es decir hasta CO2. Podríamos pensar que el 

crecimiento masivo de una población algal y por consiguiente el 

aumento de CO2 procedente de la respiración emitido a la atmósfera, 

contribuiría al llamado efecto invernadero, pero numerosos estudios 

sobre el rendimiento fotosintético de las microalgas, demuestran que el 

balance de CO2 entre fotosíntesis y respiración es favorable y no 

contribuye a agravar este problema (Carrera-Martinez et al. 2010). 
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Por último, es interesante mencionar que las microalgas constituyen el 

grupo más importante de productores primarios en los ecosistemas 

acuáticos. Son el primer nivel en las cadenas tróficas, de manera que 

frente a las bacterias, presentan algunas ventajas añadidas, como es su 

contribución al crecimiento de la fauna contenida en el medio, lo que 

supone una ventaja a su capacidad de degradación. 



8. CONCLUSIONES

"Si uno no puede comunicar lo que ha estado haciendo, su trabajo 

carecerá de valor". 

Erwin Schrödinger. 
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 Mediante un análisis de fluctuación adaptado a cultivos líquidos 

de fitoplancton, podemos determinar que la adaptación de 

Scenedesmus intermedius, Dunaliella tertiolecta y Microcystis 

aeruginosa, a crudos de petróleo y combustibles de base 

petrolífera se produce mediante raras mutaciones espontáneas 

preadaptativas. 

 Las tasas de mutación para el patrón de petróleo fueron de 1.7 x 

10-5 en Microcystis aeruginosa, 1.2 x 10-5 en Dunaliella tertiolecta, 

y de 1.3 x 10-5 en Scenedesmus intermedius. 

 Las tasas de mutación para el patrón de diesel fueron de 1.8 x  

10-5 en Microcystis aeruginosa, 1.3 x 10-5 en Dunaliella tertiolecta, 

y de 1.5 x 10-5 en Scenedesmus intermedius. 

 Conociendo los factores que influyen en los mecanismos de 

adaptación de microalgas a contaminantes antropogénicos 

podemos seleccionar y cultivar mediante selección artificial, 

mutantes resistentes de las especies de microalgas. Mediante un 

sistema de ratchet podemos seleccionar mutantes mejorados, para 

distintos contaminantes antropogénicos entre los que se 

encuentran  petróleo, diesel. 

 Tras desarrollar un nuevo procedimiento para estimar la 

heredabilidad en los experimentos de ratchet, hemos comprobado 

que a bajas dosis de petróleo y diesel los componentes genéticos 

juegan un papel pequeño en la adaptación, incrementándose 

progresivamente hasta llegar a las dosis mas elevadas, en las que 

solamente los componentes genéticos garantizan la capacidad de 

adaptación en las especies de Scenedesmus, Dunaliella y 

Microcystis. 
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 Una vez obtenidos mediante selección y mejora los mutantes 

resistentes a los contaminantes antropogénicos estudiados 

(petróleo y diesel), los resultados indican que las especies 

ensayadas pueden utilizarse como organismos biorremediadores 

para ecosistemas acuáticos contaminados con crudos de petróleo 

o combustibles derivados, con una tasa de degradación del 49% 

para Scenedesmus obtusus y del 74% para Scenedesmus 

rapaporti. 

 Estudiando el mecanismo que les confiere la resistencia a los 

cultivos seleccionados podemos decir que la adaptación de las 

especies mencionadas a los contaminantes estudiados, se produce 

mediante un mecanismo de biodegradación del contaminante y no 

de bioacumulación como ocurre con otros contaminantes 

antropogénicos. 
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