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RESUMEN
Se evalud el crecimiento y el contenido de clorofila a en cultivos estéticos de
Thalassiosira pseudonana producidos con medio /2 y fertilizantes agricolas en luz
fluorescente e incandescente. En el cultivo la temperatura promedio en los experimentos
fue de 23 y 24°C para los tratamientos bajo luz fluorescente € incandescente
respectivamente, salinidad promedio de 34 + 0.5 %o .En lo referente al pH esta variable se

controlé mediante la adicién diaria de CO, y la irradiancia se fijo en 750 pmol quanta m-2

5”1 Muestras diarias fueron tomadas de los cultivos para conocer la densidad celular y el
contenido de clorofila a durante 7 dias. El promedio de densidad celular y divisiones por
dia tanto en medio /2 y como en fertilizantes agricolas en luz fluorescente e incandescente
tueron similares (a=0.05). El contenido de clorofila @ disminuyé durante el transcurso del
cultivo ¥ su concentracién fue similar para ambos experimentos. En conclusién no existen
diferencias en la densidad celular y el contenido de clorofila @ en ambos medios cultivo con
diferentes tipos de luz. Debido al bajo costo del medio con fertilizantes agricolas y la luz
fluorescente se recomienda su uso para el cultivo de Thalassiosira pseudonana empleada
en la acuicultura,
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1. INTRODUCCION

La microalga marina Thalassiosira pseudonana es una diatomea céntrica que
pertenece a la divisién Chrysophyta, clase Bacillariophyceae, es utilizada como fuente
esencial de alimento en estadios larvales y postlarvales de moluscos bivalvos marinos
(almejas, ostras, conchas de peregrino), asi como en estadios larvales de algunos crustaceos
como larvas de camarones peneidos (Cotteau y Sorgeloos, 1992).

Para el cultivo intensivo de T. pseudonana, las variables que influyen la produccion
de biomasa y composicién bioquimica microalgal son temperatura, intensidad de luz,
cantidad de nutrientes y el pH, ya que modifican las funciones metabolicas de las células en
cultivo (Sénchez-Saavedra, 1994),

La luz ademas de su papel primario en el proceso fotosintético, puede actuar
modificando los requerimientos nutritivos de las microalgas. Variaciones en la irradiancia
suelen estar acompaiiadas de variaciones en la tasa de crecimiento (Kaplan et al., 1986).
volumen celular (Falkowsky y Owens, 1980) y composicion bioquimica (Dubinsky et al.,
1986).

En las microalgas la influencia en la cantidad de luz (irradiancia) esta intimamente
ligada con la disponibilidad de energia para realizar sus funciones vitales. A bajas
irradiancias la tasa de fotosintesis esta limitada por las reacciones luminicas de la
fotosintesis, esto es por las reacciones fotoquimicas que implican el niimero de quanta
disponibles y la capacidad de las células para utilizar esta energia (Richmond, 1986).

La temperatura es otra variable importante que no solo afecta al crecimiento. sino
tambidén. al metabolismo y la composicion bioquimica de la microalgas. Existe una estrecha
relacion entre luz y temperatura, ya que en mayores temperaturas las microalgas toleran
altas irradiancias que en temperaturas bajas (Lee et al., 1985).

Para un crecimiento 6ptimo, deben suministrarse al cultivo nutrientes en cantidades
adecuadas, debido a que hay una gran variacion entre los requerimientos nutritivos entre las
especies y dentro de cada especie varian en forma distinta. el crecimiento y la
incorporacidn de nutrientes no siguen una relacion simple, dependen de factores tales como
las concentraciones internas y externas o las tasas de difusion, a causa de la variabilidad de
estas tactores, las concentraciones de nutrientes y el desarrollo microalgal han variado

considerablemente, por lo tanto el origen y la concentracion de nutrientes en el medio de



cultivo, influyen directamente en el crecimiento, composicion celular, el contenido de
clorofila asi como en el rendimiento final (Valenzuela-Espinoza, 1997).

El pH es uno de los factores importantes en el cultivo permeables microalgal, las
membranas de las células microalgales no son a los iones hidrégeno e hidroxilo, por lo
tanto las concentraciones de hidrogeniones intracelular y extracelular no estan equilibradas
y existe un gradiente de concentracion de hidrogeniones a través de la membrana, las
microalgas muestran una clara dependencia al pH del medio de cultivo, cada especie de
microalga presente un pH éptimo (7 y 8) (Richmond. 1986). El pH del medio de cultivo
determina la solubijlidad del CO; y de los minerales. asi como la distribucion relativa de las
formas inorganicas de carbono, e influye directa ¢ indirectamente en el metabolismo de las
microalgas (Fabregas et al., 1993).

La interaccion entre luz y temperatura es marcada. para cada temperatura existe una
irradiancia especifica a la cual s¢ alcanza la tasa maxima de fotosintesis. en temperaturas
bajas la saturacion luminica ocurre en irradiancias bajas (Collins y Boven, 1982).

De todos los factores que controlan el crecimiento de las microalgas en el medio
natural la luz y la temperatura son los que experimentan mayores variaciones, tanto diarias
como estacionarias. puesto que la luz penetra de manera diferente en la columna de agua.
por lo tanto, el éxito ecologico de cada especie dependera de su habilidad para
condicionarse a los cambios en el ambiente donde se desarrolie (Regan y Ivancic. 1984).

Un factor importante en el cultivo masivo de microalgas son las variaciones que hay
en el tiempo requerido para adaptarse a una nueva intensidad de luz (irradiancia). algunas
especies tienen poca capacidad para responder a cambios en la irradiancia v mueren
rapidamente al exponerse a cambios pequeiios a esta, dichas especies no son adecuadas
para cultivos masivos exteriores donde la exposicion a la luz aumenta después del
cosechado (Richmond. 1986). la manipulacion de las diferentes variables de importancia en
el crecimiento de las microalgas tendrdn como resultado ia produccion de microaigas con

caracteristicas bioquimicas y nutricionales bien definidas.




II. ANTECEDENTES

En la actualidad el creciente interés en el cultivo de larvas y juveniles de
invertebrados marinos de importancia comercial, han centrado su atencién en reducir los
altos costos de produccién de microalgas y la simplificacion de los sistemas de cultivo para
la produccién (Brown et al., 1997).

En afios se han realizado diferentes investigaciones a cerca del cultivo de microalgas
mediante el uso de medios preparados con fertilizantes agricolas de bajo costo. (Lopez-
Elias ¥ Voltolina, 1993; Bustillos-Hurtado y Lopez Elias, 1994: Valenzuela-Espinoza et al.,
1999: Simental-Trinidad et al., 2001), estas investigaciones concluyen que la produccién de
biomasa y la composicién bioquimica es similar en diferentes especies de microalgas,
cultivadas en un medio con fertilizantes agricolas y en medio /2, ademds indican que el uso
del medio con fertilizantes agricolas tienen un costo de elaboracion alrededor de un 30%
menor. que aquellas cultivadas en medio /2.

Aunque las investigaciones citadas hacen referencia a la disminucion de costos de
elaboracion de los medios de cultivo, sélo consideran la produccion de biomasa como la
variable de respuesta a las distintas fuentes de nutrientes. Sin embargo, otro de los factores
importantes que puede modificar el crecimiento, composicién celular y el contenido de
pigmentos fotosintéticos es la irradiancia.

La cantidad de clorofila celular, es uno de los constituventes, que indican el estado
fisiologico de las células, y su respuesta bajo distintas irradiancias vy condiciones de
nutrientes puede variar significativamente durante el desarrollo del cultivo.

Trabajos recientes sobre cultivos en laboratorio, en diferentes especies de microalgas
bajo distintas condiciones de luz, han sido llevados a cabo. por Sanchez-Saavedra (1994);
Sanchez-Saavedra y Voltolina (1994); quienes encuentran cambios importantes en la
composicién bioquimica y el contenido de clorofila a de Chaeroceros sp.

Por otra parte, Correa-Reyes et al. (2001) estudio el crecimiento de ocho especies de
diatomeas bentdnicas bajo condiciones de luz azul y blanca, entre sus resultados no

encontro efecto en la produccion de biomasa y la composicidn bioquimica.



Otros trabajos se han centrado en el estudio de cambios importantes en la razén
carbono-nitrogeno y el contenido de pigmentos fotosintéticos, variando la irradiancia,
temperatura y disponibilidad de nutrientes (Thompson et al., 1993; Strzepek y Price, 2002;
Berges et al., 2002; Staehr et al., 2002).

Aunque los estudios antes mencionados han encontrado que tanto la luz como los
nutrientes modifican los componentes celulares, todavia existen preguntas esenciales, en
relacion al efecto que podria tener la alta irradiancia en el contenido de clorofila a y la

produccion de biomasa de 7. pseudonana.




I1L JUSTIFICACION

Los estudios antes citados, hacen referencia al uso de nutrientes econémicos y la luz
como tactor que modifica el crecimiento algal en sistemas de cultivo, de manera similar en
distintos laboratorios desarrollan cultivos con irradiancias que no aseguran el crecimiento
optimo de las especies en cultivo, utilizadas cominmente como alimento en la acuicultura.

Por lo que, es importante realizar estudios, especialmente aquellos relacionados con
aspectos nutricionales relevantes para la acuicultura, que tomen en cuenta el uso de altas
irradiancias (750 pmol quanta m™ s™), para el cultivo de microalgas y el efecto en el
contenido de pigmentos fotosintéticos, los cuales indican la calidad de la biomasa celular en
cultivo.

Es por este motivo, es necesario conocer la densidad celular de T. pseudonana y los
cambios en el contenido de clorofila a en cultivos estdticos a altas irradiancias, debido a
que. ¢l efecto de la luz estd intimamente ligado con la produccion de pigmentos, y
variaciones importantes en fa composicion celular, tendran efectos significativos en la
calidad y cantidad de- biomasa, la cual es fundamental para el desarrollo, crecimiento y
sobrevivencia de organismos en acuicultura.

Con los resultados de este trabajo, se tendra conocimiento a cerca del cultivo de 7.
pseudonana 'y del efecto de la luz en cultivos que se promeven al interior y exterior de
laboratorios que se dedican a la produccion de microalgas. las cuales son destinadas para la

alimentacién de invertebrados marinos de importancia comercial.



IV. HIPOTESIS |

IV.1. ; Los fertilizantes agricolas servirdn como fuente de nutrientes para el cultivo de
Thalassiosira pseudonana de igual forma que los nutrientes grado reactivo?

IV.2. ;Habra cambios en el contenido de clorofila a en Thalassiosira pseudonana al

cultivarla con diferentes fuentes de nutrientes y distintos tipos de luz?



V. OBJETIVO
V.1 Comparar el crecimiento y contenido de clorofila a en cultivos estiticos de
Thalassiosira pseudonana cultivada en medio /2 y fertilizantes agricolas en luz

fluorescente e incandescente.



VI. MATERIALES Y METODOS

VL1. Cultivo de microalgas

La microalga marina Thalassiosira pseudonana, empleada para este estudio fue
adquirida de la coleccion de cultivos unialgales que se encuentran en el laboratorio de
produccién de microalgas del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad
Auténoma de Baja California.

Los cultivos experimentales se realizaron en un cuarto con temperatura controlada a
19+ 1 °C mediante un sistema de aire acondicionado marca Carrier. El agua de mar
utilizada para la preparacion de los medios se trato mediante filtros cuno de ipm y se
irradié con lamparas de luz ultravioleta de 25 W. En lo referente al pH esta variable se
controlé mediante la adicion diaria de COs.

Los nutrientes se prepararon de acuerdo al procedimiento descrito por Guillard (1975)
para el medio f/2 y para la preparacion de los fertilizantes se realizo en base a la
formulacién descrita por Valenzuela-Espinoza et al. (1999). De cada uno de los nutrientes
se uso 1m) para preparar un litro de medio de cultivo.

El cultivo de Thalussiosira pseudonana se efectud en dos niveles escalonados entre
si. el primer nivel de cuftivo fue en matraces Erlenmeyer, los cuales se prepararon por

duplicado con 200 ml de medio basado en fertilizantes agricolas y medio /2 de Guillard

(1975). Este material se esterilizé en autoclave a una temperatura de 121 °C. 1.05 kg em2
de presion durante 15 minutos, una vez esterilizados se trasladarén al cuarto de cultivo para
su enfriamiento, posteriormente en una atmésfera aséptica generada por dos mecheros de
alta temperatura, cada Erlenmeyer recibio cinco mililitros de Thalassiosira pseudonana
usando para ello un pipeteador tipo eppendorf calibrado, el tiempo de cultivo en este nivel
fue de cinco dias con iluminacién continua proporcionada por lamparas fluorescentes
(Svivania de 75 watts), suministrando una irradiancia de 132 pmol quanta n{z s'l . la cual
se midi6 con un irradiometro PAR modelo QSL-100 Biospherical Instruments Inc. 47.

Los cultivos obtenidos en Erlenmeyer fueron usados para continuar el siguiente nivel
de cultivo en Fernbach, los cuales fueron preparados por duplicado, cada uno con 2.3 L de
medio constituido por fertilizantes agricolas y medio f/2 de Guillard (1975), se esterilizaron
en autoclave a 121 °C, 1.05 kg cmZ de presion durante 15 minutos, después. cada

Fernbach recibio 200 ml de inéculo en condiciones asépticas, el tiempo de cultivo tue de



siete dias con iluminacion continua proporcionada por 8 ldmparas fluorescentes de 75 watts
¥ 3 lamparas incandescentes de 500 watts que suministraron una irradiancia de 750 pmol
quanta m”s™, la cual se midié con un irradiometro PAR modelo QSL-100 Biospherical
Instruments Inc. 4n.

En cada nivel de cultivo, muestras de 1 ml fueron cuantificadas cada dia en un

contador de particulas Beckman Coulter Multisizer 3 para conocer la densidad celular.

V1.2. Anilisis de Clorofila a

La extraccién .de clorofila a se realizo de acuerdo al procedimiento descrito por
Parson et al. (1985), se fiitré un volumen diario de 10 m! de cultivo de cada unidad
experimental, mediante filtros de fibra de vidrio GF/F de 0.7 pm v 25 mm de diametro, los
cuales fueron envueltos en aluminio, etiquetados y almacenados en un contenedor con
nitrégeno liquido, después el filtro que contenia la nwestra, se colocd en un tubo para
cenirifuga tipo falcon, se le adiciond 10 ml de acetona al 90% previamente preparada.

La extraccion de clorofila a se llevo a cabo en refrigeracion a 4°C y en oscuridad por
24 horas. al termino de este tiempo, se homogenizaron las muestras con la ayuda de un
agitador vortex y se centrifugaron a 1190 x g durante 10 minutos, el extracto clorofilico fue
leido a longitudes de onda de 750, 665, 645 y 630 en un espectrofotémetro (Beckman
Coulter Dv 530, Life Science uv/vis Spectrophotometer).

Para conocer la concentracion de clorofila « se utilizaron las ecuaciones

tricromatricas propuestas por Millan-Nufiez y Alvarez-Borrego (1978).




VL3. Parametros poblacionales
De los resultados obtenidos del nimero de células por ml se calculd. la tasa de
crecimiento especifica (i) de cada condicion de cultivo mediante las ecuaciones descritas
por Guillard (1975).

p=Ln(N2)-Ln (NI)
t-t]

Donde:
ft = Tasa de crecimiento especifica en dias.

Nj = Es el namero de células al tiempo t}
N2 = Es el numero de células al tiempo tp_
t1 y t2 = Son el tiempo inicial y final en dias.

Para convertir la tasa de crecimiento (p) calculada con la expresion anterior, a

namero de divisiones por dia, se divide entre el logaritmo natural de 2.

D=y =_u
In(2) 0.693
Donde:

D = Numero de divisiones por dia.
p = Tasa de crecimiento especifica.
El tiempo de duplicacién (TD) es el valor reciproco del nimero de divisiones por

dia y se calcula como sigue:

TD=_1_
D
Donde:

TD = Tiempo de duplicacion en dias.
D = Divisiones por dia.
La produccién diaria (PD) se calculd en base a la diferencia del namero de células

producidas entre el tiempo t} y el tiempo t).

PD= (C,)-C))
(t2-t1)
Donde:

C,= Son concentracion de células al tiempo t3
C,= Son concentracién de células al tiempo t

t1 y to = Son el tiempo inicial y final en dias.
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EI valor porcentual (PV), se calculd en base a la variacion de la concentracién de

células por unidad de tiempo.

PV= 100 (C,-C))
Ci (t-t))
Donde:

C2= Son concentracién de células al tiempo t
Ci= Son concentracién de células al tiempo t]_

t1 y t2 = Son el tiempo inicial y final en dias.

VL4 Analisis estadistico

Se realizo previamente una prueba de normalidad con el objeto de determinar si
correspondian o no a la distribucién normal.

Como todos los datos tuvieron una distribucién normal, se llevo a cabo el andlisis
parametrico de ANOVA de dos vias y se realizé con el objeto de determinar diferencias .

entre tratamientos, el analisis se realizé con el paquete estadistico SPSS con « = 0.05.




VII. RESULTADOS

VIL.1. Variables fisico-quimicas

Las condiciones fisico-quimicas en que se desarrollaron los cultivos estaticos de
Thalassiosira pseudonana fueron los siguientes: temperatura promedio de 22 + 1 °C,
salinidad promedio de 34 + 0.5 %o, el pH inicial de los cultivos fue de 8.1y al final del
experimento se registraron unidades de pH de 8.2 para el f/2 y de 8.0 para el medio con
fertilizantes agricolas. (Cuadros X y XI).

Debido a que el CO, actiia como un amortiguador del pH y es fuente de carbono
asimilable por las microalgas, durante el desarrollo del experimento se le adiciond

diariamente en intervalos de 10 a 15 segundos.

VIL1.1. Crecimiento a nivel Erlenmeyer (cepa)

Bajo las condiciones descritas anteriormente, el crecimiento promedio de 7.
psetidonana en cultivo de 200 ml se muestra en la figura 1, donde el crecimiento en ambos
medios (f/2 y fertilizantes agricolas) inician con una densidad celular promedio de 7.84 x
10* células ml”, en las primeras 24 horas. se observo una fase lag o de retardo, donde no
hubo un incremento significativo en la biomasa celular (Cuadro I A-B). A partir de este
periodo (dia 1) inician su fase de crecimiento exponencial, la maxima densidad celular se
present6 al quinto dia de cultivo (Cuadro I A-B) con 2.24 x 10° células ml” vy 2.31 x 10°
células ml™" para el medio f/2 y los fertilizantes agricolas respectivamente, la tasa de
crecimiento promedio (p) para ambos cultivos fue de 0.74 y 0.67 con 0.97 divisiones por

dia.

LLa maxima produccion diaria (PD) se obtuvé al segundo dia tanto en el medio {72

como en el cultivo con fertilizantes agricolas.



My
~—®— Medio /2
~—O— fertitizantes agricolas
—

2.5 -

Células mi™ x 10°

0.0 v —r— —r
0 1 2 3

Tiempo (dias)

Figura 1. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 200 ml de medio /2 y
fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el error estandar. (n=2).

Cuadro. 1. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 200 m! con medio 2

(A) ¥ fertilizantes agricolas (B).

A
Tiempo | Concentracién (W) (TD) (D) (PD) (VP)
(dias) (céV/ml) (dias) | (dias) | (div.dia™) (cél/m)) %
0 78 420 - - - - -
1 261 625 1.21 0.57 1.77 183 205 233.62
2 1 000 425 1.34 0.51 1.93 758 800 282.38
3 1 403 775 0.34 2.04 0.49 403 350 40.31
4 1773 800 0.23 3.03 0.33 370 025 26.33
N 2242 700 0.24 2.94 0.34 468 900 26.43
PROMEDIO 0.74 1.81 0.97
B
Tiempo Concentracion ()] {TD) (D) (PD) (VP)
(dias) (cél/ml) (dias) | (dias) | (div.dia™) (cél/mi) Y%
0 78 420 - - - - -
| 199 450 0.94 0.74 1.35 121 030 154.33
2 828 350 1.42 049 2.04 628 900 315.310
3 1316425 0.47 1.49 0.67 488 075 58.92
4 1 868 050 035 | 2.00 0.50 551625 41.90
5 2312300 0.21 3.33 0.30 444 250 23.78
PROMEDIO 0.67 1.61 0.97

p= Tasa de crecimiento especifica en dias.
TD= Tiempo de duplicacién. D= Divisiones por dia.
PD= Produccidn diaria. VP= Valor Porcentual.




VIL1.2 Crecimiento a nivel Fernbach
La produccién de biomasa que se obtuvé en 2.3 L de cultivo en condiciones de luz

fluorescente e incandescente se presentan en las figuras 2 y 3; cuadros Il y I1I. los cultivos

iniciaron con densidades celulares diferentes: 1.96-1.93 x 105 y 2.06-1.95 x 10" células m!”
para medio {72 y fertilizantes agricolas en condiciones de luz fluorescente e incandescente,
respectivamente,

Los cultives de ambos tratamientos experimentales presentaron una fase de retardo de
24 horas, después de este tiempo se observé un incrementd progresivo en su densidad
celular que corresponde a la fase de crecimiento exponencial, la cual tuvo una duracion de
1res dias.

Al séptimo dia de cultivo la densidad celular (cuadros If v 1), vario de 5.66-6.07 x
1()6 células ml' y de 4.70-4.73 x 10° células ml™ para los cultivos con medio /2 v
fertilizantes agricolas en luz fluorescente e incandescente, respectivamente.

En ambos tratamientos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
con un o = 0.05. (Apéndice 12.3).

Los parametros poblacionales promedio fueron similares entre las dos condiciones de
luz, la tasa de crecimiento promedio (p) fue 0.46-0.49 y 0.44-0.45 con (D) divisiones por
dia 0.67-0.70 y 0.63-0.65 para el medio /2 y fertilizantes agricolas respectivamente.

La produccién diaria (PD), presenta mayores variaciones en los cultivos con medio

/2 en comparacién con aquellos realizados en fertilizantes agricolas. (Cuadros II y III).
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Figura 2. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 pmol

quanta m” s de irradiancia en medio /2 y fertilizantes agricolas, con luz fluorescente. La barra
vertical indica el error estandar (n=2.).

Incandescente

—&— Medio 12
—O— Fertilizantes agricolas
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Figura 3. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 pmol

quanta m™ s”' de irradiancia en medio f/2 y fertilizantes agricolas, con luz incandescente. La barra
vertical indica el error estandar (n=2).
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Cuadro. Il Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 amol

quanta m” s” de irradiancia en medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas (B). En luz fluorescente.
A

Tiempo | Concentracién ) (TD) (D) (PD) (VP
(dias) (cél/ml) (dias) (dias) (div.dia™) (cél/ml) %
0 196 169 - - - - -
1 501 700 0.94 0.74 1.35 305 531 155.74
2 1195 550 0.87 0.80 1.18 693 850 138.29
3 2619600 0.78 0.89 1.12 1424 050 119.11
4 2 885 400 0.01 7.14 0.14 265 800 10.14
5 3 144 050 0.09 8.33 0.12 258 650 8.96
6 3978 700 0.23 3.03 0.33 834 650 26.54
7 5665 450 0.35 2.00 0.50 1 686 750 42.39
PROMEDIO 0.46 3.27 0.67
B
Tiempo Concentracién (n) (TD) (D) (PD) (vP)
(dias) (cél/ml) (dias) (dias) (div.dia’™") {cél/ml) Yo
0 206 152 5 - - - :
1 300 450 0.38 1.85 0.54 94 298 45.74
2 890 350 1.08 0.64 1.55 589 900 196.33
3 1817 750 0.72 0.97 1.03 927 400 104.16
4 2817750 0.44 1.58 0.63 999 500 54.98
5 3452050 0.20 3.57 0.28 634 800 22.53
6 4 144 500 0.18 4.00 0.25 692 450 20.05
7 4702450 0.13 5.55 0.18 557 950 13.46
PROMEDIO 0.44 2.59 0.63
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Cuadro. lll Crecnmlento promedio de Thalassiosira psewdonana cultivada en 2.3 L con 750 unol

quanta m™ 5™ de irradiancia en medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas (B). En luz Incandescente.

A
Tiempo | Concentracion (u) (TD) (D) (PD) (VP)
(dias) (cél/ml) (dias) (dias) (div.dia’) (cél/ml) %
0 193 864 . " T " :
I 528 000 1.00 0.69 1.44 334 136 17235
2 1278 250 0.89 0.78 1.28 750 050 142.09
3 2513 000 067 1.04 0.96 1234750 96.59
4 2753 650 0.09 3.33 0.12 240650 9.57
Al 3248 050 0.17 416 0.24 494 400 1795
6 4271850 0.27 2.63 0.38 1023 800 3152
7 6072 300 035 2.00 0.50 1800450 PERY]
PROMEDIO 0.49 2.80 0.70
B
Tiempo Concentracion () (TD) (D) (PD) (vpP)
(dias) (cél/ml) (dias) (dias) (div.dia™) (cél/ml) %
0 195 986 - B - - -
1 242 950 0.22 3.22 0.3 16964 23.96
B 841 150 1.24 0.56 1.78 598 200 246.22
3 1947 800 0.84 0.82 1.21 1106 650 131.56
4 2 764 950 0.35 2.00 0.50 $17 150 4193
3 3 405 550 0.21 3.33 0.30 640 600 23.16
G 3957 350 0.15 4.76 0.21 331 800 6.20
7 4734 800 0.18 4.00 0.25 777 450 19.64
T PROMEDIO 0.45 2.67 0.65
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VIL.2 Contenido de Clorofila a

El contenido de clorofila a por célula se muestra en las figuras 4, 5 y cuadros [V y v,
durante el periodo de cultivo, la concentracién de clorofila a vari6 de 0.029 pg cél"! hasta
0.008 pg cél”! en el medio /2 ., mientras que en el cultivo con fertilizantes agricolas
presentd valores de 0.034 pg cél™ a 0.007 pg cél™. A

Los resultados del andlisis al inicio del experimento indican que la mayor
concentracion de este pigmento (0.029- 0.034 pg cél") en el cultivo tanto en medio /2 y
fertilizantes agricolas se presentaron al primer dia de cultivo, a partir de este dia y durante
el resto del cultivo, el contenido de clorofila ¢ disminuy6é conforme aument6 la densidad
celular, hasta llegar a valores minimos de 0.008 pg cél” y 0.007 pg cél™! al séptimo dia de
cultivo tanto en medio /2 v fertilizantes agricolas.

En general se observéd que en ambos tratamientos (medio {/2 y fertilizantes agricolas)
¢l contenido de clorofila @ disminuyé notablemente al inicio de la fase exponencial.
Posteriormente. la disminucién de este pigmento fue de manera gradual hasta obtenerse los

valores mininos en el altimo dia de cultivo (Figuras 4,5 y cuadros IV y V).
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Figura 4. Contenido promedio de clorofila a en Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con
730 pmol quanta m” s de irradiancia en medio /2 y fertilizantes agricolas, con luz fluorescente
.La barra vertical indica el error estandar. (n=2).

.y . . -t . .
Cuadro. 1V Concentracion promedio de clorofila a por unidad celular pg cél” en Thalassiosira
. 2 -
pseudonana cultivada en volumen de 2.3 L con 750 pmol quanta m™ s~ de irradiancia con medio
#2 v fertilizantes agricolas. en luz fluorescente.

Medio 172 Fertilizantes agricolas
Tiempo (dias) Concentracién Clorofila ¢ Concentracién Cilorofila
cél/ml (pg cét’™) cél/mt (pg ety
1 501 700 0.029 300450 0.034
2 I 195550 0.022 890 350 0.024
3 2619600 0.019 1817750 0.022
4 2 885 400 0.021 2817750 0.016
s 3 144 050 0.021 3452050 0.007
6 3978 700 0.021 4 144 500 0.014
7 5665450 0.015 4702450 0.012
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Figura 5. Contenido promedio de clorofila ¢ en Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con
750 wmol quanta m™ s™! de irradiancia en medio /2 v fertilizantes agricolas. con luz incandescente.
La barra vertical indica el error estandar. (n=2).

Cuadro. V Concentraciéon promedio de clorofila a por unidad celular pg cél” en Thdalassiosira
H -2 - . . . .

pseudonana cultivada en volumen de 2.3 L con 750 pmol quanta m? s de irradiancia con medio

f/2 y fertilizantes agricolas en luz incandescente.

Medio {72 Fertilizantes agricolas
Tiempo (dias) Concentracion Clorofila a Concentracion Clorofila «
cél/ml (pg cél™) cél/mt {pg c&ty
1 528 000 0.029 242 950 0.022
2 1278 250 0.024 841 150 0.024
3 2513 000 0.018 1 947 800 0.018
4 2753650 0.018 2764 950 0.012
5 3248 050 0.017 3405 550 0.008
6 4271850 0.013 3957350 0.008
7 6072 300 0.008 4734 800 0.007




VIIL DISCUSION

VIIL1. Generalidades

Las principales variables que influyen en el cultivo y crecimiento de Thalassiosira
Ppseudonana son temperatura, fuz, cantidad y calidad de nutrientes, salinidad y pH.

Durante el desarrollo del presente trabajo la temperatura promedio en los
experimentos fue de 23 y 24°C para luz fluorescente e incandescente respectivamente. estos
valores estén dentro del intervalo de temperaturas promedio (21°-24.5°), que han sido
reportadas como 6ptimo para el cultivo de especies de este genero (Strzepek y Price, 2000,
Berges et al., 2000), por lo cual se considera que la temperatura no tuvo una influencia
directa en el cultivo de 7. pseudonana, en las condiciones antes mencionadas.

De la misma manera, la salinidad se mantuvo en 34 %o y el pH en el intervalo optimo
{7.7-8.4) que ha sido reportado para el cultivo de especies de este genero (Thompson et al.,
1993: Strzepek y Price, 2002;.Berges et al., 2002; Staehr et al.. 2002), el pH se controld
mediante la adicién diaria de CO,.

La adicién de CO,, actlia como fuente de carbono inorganico y actiia como tampén en
las variaciones de pH. Conforme aumenta la densidad celular, se incrementa la actividad
fotosintética, lo que origina un aumento en el consumo de carbono inorganico y a su vez
hay un incremento en el pH del medio de cultivo, estos cambios en la concentracién de CO,
afecta la actividad fotosintética y disminuye la produccién celular del cultivo (Laing y

Avala. 1990).



VHIL2 Crecimiento microalgal

Al inicio ambos cultivos, presentan una fase lag o de retardo, la cual puede deberse a
que, las células con las que se inoculé pierden actividad enzimatica y hasta que los procesos
enzimaticos no se activan, el crecimiento no toma lugar por lo cual probablemente la
progenie de dichas células no fue capaz de dividirse hasta alcanzar un niimero comparable
con la del inéculo, es decir, esta fase de retardo, es cuando la mayoria de las células
inoculadas son viables, pero no estin en condiciones para dividirse inmediatamente,
especialmente si provienen de un cultivo viejo, donde los procesos enzimaticos pueden
estar inactivados. ademas la concentracion de metabolitos disminuyen a niveles
insuficientes para la division celular, esta fase de acondicionamiento es necesaria antes de
que se inicie el crecimiento ( Foog y Take, 1987).

En cultivos estdticos, el aumento en él nimero de células de Thdalassiosira
psendonana sigue un patroén caracteristico, en el cual se observan diferentes fases con
relacion al tiempo y condiciones de cultivo. En el presente trabajo al comparar el
crecimiento de los cultivos entre los medios (fertilizantes agricolas y medio f72). con dos
tipos de luz en volumen de 150 m! (Erlenmeyer) y 2.3 L (Fernbach) se encontré que no
existen diferencias significativas (a=0.05) (Apéndice 12.3) en la deusidad celular.
Observaciones similares en el ciclo de crecimiento han sido reportadas en cultivos de
Rhodomonas sp por Lafarga de la Cruz (2000) y en diatomeas bentdnicas reportadas por
Rojo-Salazar (2002), en donde a pesar de que él inoculo provenia con las mismas
condiciones de cultivo presentd una fase de retardo durante las primeras 48 horas. seguido
de una fase de crecimiento exponencial, en la cual se observo que las células se duplican
sucesivamente en intervalos iguales de tiempo, debido a que los factores ambientales y los
nutrientes disueltos en el medio eran dptimos, es en esta fase de crecimiento exponencial
donde se registraron las mayores tasas de crecimiento (L) asi como las mayores divisiones
por dia (D) (Cuadro 2 y 3).

Las divisiones por dia (D) presentan valores similares en cultivos con medio /2 y
fertilizantes agricolas en ambas condiciones de luz (Cuadro 2 y 3). No obstante, estos
valores son superiores a los obtenidos por Strzepek y Price (2000), quienes reportan valores
entre 0.7 y 1.65 divisiones por dia (D) para Thalassioesira weissflagii con irradiancias de 6 a

150 p mol photon m?s', asi mismo Mifligan v Harrison (2000) encuentran valores de
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divisiones por dia (D) de 0.47 y 0.85 en Thalassiosira weissflogii bajo condiciones de
irradiancia de 150 g mol m?%s’.

En contraste, Thompson et al. (1990) obtienen resultados superiores solo en la
condicién de 225 u E m'%s', de irradiancia con divisiones por dia de 0.39 y 1.84 en
Thalassiosira pseudonana.

En general se observé, que las fases de crecimiento de Thalassiosira pseudonana
coinciden en tiempo, obteniéndo concentraciones celulares similares durante los siete dias
de cultivo (figuras 1, 2 y 3), siendo sus tasas de crecintiento promedio (1) y divisiones por
dia (D) similares en ambos tratamientos. (Cuadro I A-B; cuadro Il A-B; cuadro I1T A-B).

Las diferencias en el crecimiento, pueden estar relacionadas con caracteristicas
propias de la especie, asi como su composicién pigmentaria. debido a que el contenido v
composicion de los pigmentos accesorios influyen en la capacidad de captacion de energia

luminosa en un determinado intervalo de longitudes de onda.

VTIL.3. Contenido de clorofila a

La concentracion total de pigmentos puede ser modificada por variables ambientales
como la irradiancia, la longitud de onda de la luz y la concentracion de nitrogeno, (Kirk.
1994). En el presente estudio, ambos tratamientos (medio /2 y fertilizantes agricolas)
sometidos a altas irradiancias presentan los valores maximos de clorofila ¢ 0.029 y 0.034
pg cél” al primer dia de cultivo, a partir de este momento y durante el resto def cultivo el
contenido de este pigmento disminuyé (Cuadro IV y V).

La tendencia a disminuir el contenido de clorofila a puede ser explicado debido a que.
en aitas irradiancias los cloroplastos reducen su tamaiio y su sistema de transferencia de
elecirones se ve saturado, la energia ya no es transferida lo que genera una disminucién en
el numero de tilacoides por cloroplasto, por consiguiente se modifica la concentracion de
clorofila. '

La reduccion en el contenido de los pigmentos celulares, se considera un proceso de
regulacion del aparato fotosintético para obtener un balance entre la ganancia de luz v la

demanda de énergia necesaria para mantener el crecimiento algal (Kirk, 1994).
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La reduccién en el contenido de clorofila a debido a altas irradiancias ha sido descrita
para otras especies de fitoplancton marino (Claustre y Gostan, 1987; Lépez-Mufioz et al,,
1992).

Los resultados en el contenido de clorofila a, de Thalassiosira pseudonana, con una
irradiancia de 750 pmol quanta m s™* obtenidos en el presente estudio tanto con medio £/2
y fertilizantes agricolas (Cuadro IV y V), son inferiores a las registrados por Claustre y
Gostan (1987) quienes cultivaron Hymenomonas elongata e Isochrysis galbana bajo 400puE
m? s' y obtienen 2.95 pg cél’ y 3.28 pg cél’. Thompson et al. (1990) encuentra para
Chaetoceros calcitrans 5.96 pg cél*, C. gracilis 4.90 pg cél”, Isochrysis galbana 3.28 pg
cél”, Phacodactylum tricornutm 3.15 pg cél”, Paviova lutheri 3.43 pg cél'' vy Thalussiosira
pseudonana 624 pg cél’' bajo irradiancias de 225 uE m™ 5. Por su parte. Sanchez
Saavedra y Voltolina (1994) reportan para Chaefoceros sp. 0.047 pg cél” en irradiancias de
365 pmol m~ s, Del analisis de la informacién antes expuesta, es claro obhservar que
diferentes especies en distintas condiciones de luz, tiene distinta concentracién de clorofila
a, pero también es cierto, que estas especies cultivadas en altas irradiancias tiene bajo
contenido de clorofila a.

Por lo cual se debe de tener en cuenta que ademds de las diferencias entre las
especies, la respuesta fisiolégica de una misma especie puede ser modificada por la

composicion quimica del medio y el nivel de la irradiancia empleada.




IX. CONCLUSIONES

La biomasa microalgal obtenida en el medio constituido por fertilizantes agricolas es
similar a la producida en medio /2 en ambas condiciones de luz para el mismo periodo de
cultivo.

El contenido de clorofila @ en el cultivo basado en fertilizantes agricolas es similar al
obtenido en medio /2 en ambas condiciones de luz para el mismo periodo de cultivo.

El costo de produccién se reduce al utilizar el medio con fertilizantes agricolas.

Los cultivos de T. pseudonana no presentaron fotoinhibicion al ser expuestos a altas

irradiancias




X. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios en los cuales se analice la composicién proximal de
T. pseudonana para determinar si su valor nutricional varia significativamente en altas
irradiancias.

Se recomienda realizar analisis de nutrientes para conocer si un aumento en la

irradiancia no disminuye la tasa reconsumo de nutrientes en 7. pseudonana.
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XI11. APENDICES
XIL1 Medias de cultivo

Cuadro VI. Compuestos y concentracion de nutrientes para preparar el medio 72 de Guillard
(1975).

Compuesto Solucitn Concentracion
Stock

NaNO; 75gr¥¥* - 883uM

NaH,PQ, . H;O Sgrr** 36.3uM

*Na,SiO;. 30gr*** 107uM

9H,0*

Solucién de -

vitaminas.

B 0.5pg
Biotina 0.5ug
Tiamina. HC} 0.img

Solucion de

metales traza

CuSO,. 5H,O  10.0lmg*** 0.04pM
NayM00,.2H,0 | 0.006mg*** 0.05uM
ZnSO,. TH,O  10.022 mg*** 0.08uM
CoClL6H,0 0.01 mg*** 0.05uM
MnCl.. 4H,0 [ 0.018 mg*** 0.9uM
Solucion

primaria

FeCl;. 6H,0 3.15mg*** 11.7uM
Na,EDTA. 4.36mg*** 1. 7TuM
2H,0

*Solo cuando la especie de alga lo necesita*
**Para preparar 1 litro de medio
**+*disolver en 1 litro de agua destilada



Cuadro Vil. Nombres comerciales de fos fertilizantes agricolas usados para preparar el medio de
cultivo v fa concentracitn de nutrientes que se le agregan al agua de mar.

Nombre comercial | Compuesto Porcentaje (%) Cantidad agregada | Concentracion
. quimico (mg LY (pM)
Fertimex NH,NO; 35.5 36.8 882
Subdury P,0; 44.0 5.6 39.45
KGRO Fe-EDTA 0.43 5.4 5.51
KGRO Fe-NO 5.62 70.7 1265.8
KGRO - MnSO, 0.087 1.09 8.07
KGRO ZnS0, 0.087 1.9 6.75
KGRO CuSO, 0.159 2.0 13.92
KGRO Sulfuro 3.64 45.84 1429.6




(9%}
1S}

XIL2. Variables fisico-quimicas

Cuadro VIIL Variables fisicos quimicas en los cultivos de Thalassiosira pseudonana cultivada en
2.3 L con medio /2 de Guillard.

A B
Dia T™C pH* S% [ T°C |[pH* S% |T°C |pH* S% |T°C |pH* S%o
1 21 8.1 34 21 8.1 34 {24 8.1 34 24 8.1 34
2 235 84/7.6 |34 {23 84/7.7 {34 245 [84/7.6 134 245 184/17 (34
3 23.5 8.3/7.7 |34 {23 84/7.7 |34 245 83777 334 245 1835/78 |34
4 23 8.3/79 {34 {225 (83779 {34 245 18319 ;34 245 183779 |34
5 235 8.4/7.7 134 {225 |[84/7.7 |34 245 (84/7.7 34 245 |84/7.7 |34
6 23.5 8.4/7.7 134 (225 184/77 |34 24.5 183/7.7 54 245 183/7.7 {34
7 22 §.2/1.7 |34 22 8.2/7.7 |34 245 (8.1/76 34 245 {8.4/76 {34

Prom. {22.8 8.3/7.7 134 (223 83/7.7 {34 24.4 {82177 34 244 18.2/7.7 34

*Después de inyeccion de CO,.
A Luz fluorescente.
B Luz incandescente.

-

Cuadro IX. Parametros fisicos quimicos en fos cultivos de T. pseudonuna cultivados en 2.3 L con
fertilizantes agricolas.

A B
Dia ™C pH* S% | T°C | pH* S% {T°C |pH* S$% |T°'C |pH* S%a
| 21 8.0 34 21 i 8.0 34 |24 7.8 34 24 7.9 34
2 23 8.1/7.6 134 235 [BO/76 (34 |24 80/7.7 34 {24 8.1/7.6 {34
3 23 8.0/7.6 {34 235 {8.0/76 {34 |24 8076 54 |24 8.0/7.6 34
4 23 8.0/7.7 134 1233 [80/7.7 {34 245 {8.1/7.8 34 1245 [8.1/77.8 |34
5 23 82/71.7 |34 (235 182/77 {34 [245 |[B277.7 34 245 182777 134
6 23 8.0/76 |34 {235 |82/76 {34 {245 (83778 j34 245 183/76 |34
7 22 8.0/7.6 {34 |22 8276 134 (245 (8.0/7.6 34 [245 {[80/76 |34
Prom. | 22.5 8.0/7.6 134 |23 8.0/7.6 {34 |24.8 [8.0/7.6 .34 242 (8.0/7.6 |34

*Después de inyeccion de CO,,
A Luz fluorescente.
B Luz incandescente.



X11.3 tratamiento estadistico de los datos
_ Cuadro X. Analisis de varianza ANOVA de dos vias a=0.05.

2 f fi2f f2i {/2i
promedios | 2532230 2514500 2482881 2731860
varianza |3.29E+12 |3.53E+12 345E+12 |435E+12
f deFisher | 1.072206 1.258809
feric .05 13.798 Ho se acepta {3.798 Ho se acepta
var pon 3.41E+12 3.9E+12
t
cateulada {0.019195 0.252193
terit 0.05 |2.145 Ho se acepta | 2.145 Ho se acepta
Fmixima | 917683

3.798 Ho se acepta

fer { fer f feri feri
promedios | 2510455 12072283 2040363 | 2482396
varianza |3.49E+12 }2.66E+12 2.27E+12 | 3.88E+12
fdeFisher { 1311692 1.710164
ferit 0.05 }3.798 Ho se acepta {3.798 Ho se acepta
varpon | 3.08E+12 3.07E+12 N
t
calculada | 0.499497 0.504517
terit 0.05 12.145 Ho se acepta | 2.145 Ho se acepta
F maxima

1.917683 ]

3.798 Ho se acepta

(V%]



