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Resumen. La utilizacién de ultrasonido como metodologia alternativa para el sensado remoto de las floraciones algales es una
técnica incipiente para la evaluacién ambiental de ecosistemas marinos. Sin embargo, el ultrasonido de potencia puede inducir
cambios quimicos y fisicos, tales como el aumento de la temperatura localizada y la formacién de radicales libres, lo que puede
dafiar enzimas y afectar procesos metabélicos importantes. Por lo tanto, es crucial comprender sus efectos sobre los organismos,
sobre todo bajo un contexto de exploracion offshore y/o monitoreos que involucren la emisién de ondas sonoras para mapear
grandes extensiones marinas. Para abordar esta tematica, se sonorizaron cultivos unialgales de Skeletonema pseudocostatum a
dosis crecientes de ultrasonido (~5MHz), y se evaluaron sus efectos mediante analisis de pardmetros metabdlicos y marcadores
de estrés oxidativo. Los resultados preliminares muestran que la perturbacién sonora altera el metabolismo de las microalgas y
alerta sobre potenciales impactos en la productividad del ecosistema.
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1 Introduccion

Las microalgas fitoplancténicas constituyen una comunidad clave de los océanos por encontrase en la base de las redes
troficas sustentando los niveles superiores. Su caracterizacion incluye determinacién de biomasa e identificacién de especies
presentes y es un tema de especial interés, en particular, bajo un contexto de exploracién offshore y/o monitoreos que
involucran la emisiéon de ondas sonoras para mapear grandes extensiones marinas. Esta caracterizaciéon tradicionalmente
requiere del muestreo de agua de mar, de la identificacion de las especies o grupos taxonémicos presentes y de llevar a cabo el
recuento optico de los organismos. Estas metodologias son generalmente precisas pero demandan mucho tiempo. Desde la
hidroacustica, se busca contribuir a la detecciéon y caracterizacion del fitoplancton en el mar usando una metodologia
alternativa sobre la base de la teoria de la dispersion actstica de volumen (scattering).

La propagacion de una onda sonora en el mar, encuentra a su paso diversas inhomogeneidades, correspondientes a
discontinuidades en las propiedades fisicas del medio, que provocan reirradiacién de parte de la energia transportada por la
onda acustica, generando el fenémeno fisico de dispersiéon por elementos de volumen. Si la dispersién ocurre en la misma
direccién que la onda incidente y en sentido contrario, se denomina retrodispersion (o backscattering). El fenémeno fisico de
dispersion constituye de esta forma, una herramienta util para el potencial sensado remoto de las propiedades fisicas de los
elementos de volumen que lo generan, dado que el efecto producido por cada dispersor depende de sus propiedades fisicas, de
sus dimensiones y forma asi como de las propiedades del fluido y de la frecuencia de la sefial incidente. Dependiendo del
tamaiio de los organismos fitoplancténicos es necesario utilizar frecuencias en el rango ultrasénico entre 1 MHz y 30 MHz
seglin la especie que se quiera monitorear [1, 2]. Para la deteccién de ciertas especies de diatomeas, tales como Skeletonema
costatum y Skeletonema marinoi, se utilizan transductores ultrasénicos con frecuencias entre 2 MHz y 5 MHz, siendo
necesaria la proyeccién de suficiente potencia actistica en el medio acuoso como para generar una sefial dispersada que pueda
ser detectada por un hidréfono o transductor sensible a la misma frecuencia [3].

En cuanto a los efectos que produce la sonorizacién de microalgas con ultrasonido, distintos trabajos abordan la tematica
desde el punto de vista de la disrupcién celular considerando el contenido lipidico de ciertas especies y su potencial cultivo
para la obtencién de biodiesel [4, 5], o con el objetivo de su inactivacién para el control de floraciones en aguas continentales
[6]. Sin embargo en todos los casos, las frecuencias de sonorizacién se encuentran por debajo del rango requerido para producir
retrodispersién actstica.

En condiciones adecuadas, la aplicacién de ultrasonido de potencia (20-40 kHz), inducen cambios quimicos y fisicos en
un medio liquido mediante la generacion y posterior destruccién de burbujas de cavitacién. Entre los efectos atribuidos al
colapso de las cavidades se encuentran el aumento de la temperatura localizada, la sonoluminiscencia, la quimioluminiscencia
y formacion de radicales libres libres [7]. Sin embargo, nada se sabe sobre los efectos que podrian tener sobre las microalgas la
metodologia actstica propuesta para la estimacién de biomasa y caracterizacion del fitoplancton. Es por esto que resulta de
particular interés conocer si esta metodologia alternativa para el sensado remoto altera a las células fitoplancténicas.

2 Metodologia

Se cultivé Skeletonema pseudocostatum en un medio compuesto por agua de mar filtrada y pasteurizada, con adicién de
Alga-Gro® Concentrated Medium. Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones controladas de iluminacién (fotoperiodo
12:12) y temperatura (22 + 1°C). Al final de la fase exponencial de crecimiento, se realizaron los bioensayos por cuadruplicado
exponiendo diferentes cultivos a cuatro dosis crecientes de ultrasonido utilizando el set-up experimental que se muestra en la



Figura 1. Cuatro cultivos se mantuvieron sin sonorizar (controles). Los recuentos celulares se realizaron en cdmara de

Neubauer.

Fig. 1: Set-up experimental para sonorizacién de cultivos microalgales.
Se observan el transductor ultrasonico (1) inmerso en el medio de
cultivo en un vaso de precipitados, el pulse-receiver (2) conectado al

transductor,

los

osciloscopios

digitales

(3) para adquisiciéon y
visualizacién de la sefial y la PC (4) para adquisicion de datos.

Para sonorizar las muestras se colocaron 250 ml de
cultivo en una vaso de precipitados y se sonorizaron con un
transductor de inmersién. Los procedimientos hasta el
momento de la sonorizacion se realizaron en camara de flujo
laminar a fin de minimizar la contaminacién. Los pulsos
acutsticos se generaron con un pulse/receiver Olympus
5077PR y la sefial fue adquirida con un osciloscopio digital
Tektronix TEKscope 60 Mhz y una PC con una rutina de
adquisicién automatica (Figura 1). Posteriormente, los
cultivos se fraccionaron y cosecharon para realizar el andlisis
de parametros relacionados con el metabolismo y estrés
oxidativo. El efecto de las diferentes dosis se evaluaron por
cuadriplicado sobre la viabilidad celular, medida como
actividlad de la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa por el método de MTT [8], el contenido de
clorofila ay c que se determinaron espectrofotométricamente
siguiendo el protocolo de Lichtenthaler [9] y los siguientes
marcadores de estrés oxidativo:

1. Niveles de especies reactivas de oxigeno (EROS): Las muestras se incubaron una hora en oscuridad con la sonda
fluorescente H,DCF-DA y se procedi6 a la lectura a 485 nm de emisién y 520 nm de excitacién con un lector de fluorescencia

[10].

2. Dafio oxidativo a lipidos: Se evalu6 mediante el método de TBARs [11].

3. Metabolitos antioxidantes no enzimaticos: Se cuantificaron los niveles de GSH/GSSG mediante la determinacién del
contenido de glutatién reducido y total usando acido ditiobis nitrobenzoico (DTNB) a 412 nm [12], y el contenido de carotenos
espectrofotométricamente [9]. Ademaés se cuantifico el contenido de compuestos fendlicos como equivalentes de acido galico

mediante el método de Folin-Ciocalteu [13].

4. Enzimas antioxidantes: Las mediciones se realizaron en sobrenadantes de homogenatos obtenidos tras ruptura celular y
centrifugacion. Se determinaron la actividad Ascorbato Peroxidasa mediante la formacion de acido dehidroascérbico a partir
de 4cido ascorbico, a 290 nm [14] y la actividad Glutation S-transferasa midiendo la conjugacién de glutatién con 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno a 340 nm [15].
Las diferencias entre tratamientos y controles se analizaron mediante ANOVA [16].

3 Resultados

Los resultados obtenidos muestran que la sonorizacién provocaria un aumento de la actividad mitocondrial y de los
niveles celulares de clorofila a y c en las dosis mas altas (Figura 2).
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La exposicién a dosis crecientes de sonido también causo alteraciones en
algunos marcadores de estrés oxidativo. Si bien las células tratadas con
ultrasonido no mostraron diferencias, con respecto al control, en los niveles de
Especies Reactivas de Oxigeno, Glutation reducido (GSH) y Fenoles, si
mostraron un aumento significativo del dafio a lipidos (Figura 3) y una
disminucion significativa de la actividad de las enzimas Ascorbato Peroxidasa y
Glutation S-transferasa cuando estuvieron expuestas a las dosis mas altas. Esto
ultimo podria deberse a modificaciones provocadas en sus sitios activos y/o
estructura por productos de la peroxidacion lipidica. Si bien nuestros resultados
son preliminares, muestran que la perturbacion sonora altera el metabolismo de
Skeletonema pseudocostatum, una diatomeas céntricas costera comuin en
nuestras latitudes, hecho que alertaria sobre posibles impactos en la
productividad del ecosistema dado que las diatomeas son responsables del 40%
al 45% de la produccién primaria global de compuestos organicos en el océano
[17].
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Fig. 2: a. Porcentaje de Viabilidad estimada como actividad de la encima mitocondrial Succinato
deshidrogenasa b. Contenido de clorofila A expresado como pg cada millon de células, c. Contenido
de clorofila C expresado como pg cada millén de células.
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4 Conclusiones

Se realiz6 un primer estudio para evaluar los efectos de la sonorizacién en microalgas. Las perturbaciones sonoras son
capaces de alterar el metabolismo de las microalgas y ponen en alerta sobre los potenciales impactos en la productividad del
ecosistema. En este trabajo se muestra que existen algunos cambios en la actividad mitocondrial y de los niveles celulares de
clorofila a y c. Estos resultados preliminares alientan la realizacion de mas estudios para comprender los mecanismos del
impacto sonoro, sus consecuencias a largo plazo y los rangos que pueden tolerar organismos fitoplancténicos tales como
Skeletonema pseudocostatum.
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