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RESUMEN 
Se evaluó el crecimiento y el contenido de clorofila a en cultivos estáticos de 

Tlwlassiosira pseudonana producidos con medio f/2 y fertilizantes agrícolas 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 e incandescente 
respectiYamente, salinidad promedio de 34 ± 0.5 %o .En lo referente al pH esta variable se 

controló mediante la adición diaria de C02 y la irradiancia se fijó en 750 Jlmol quanta m-2 

s-I Muestras diarias fueron tomadas de los cultivos para conocer la densidad celular y el 
contenido de clorofila a durante 7 días. El promedio de densidad celular y divisiones por 
día tanto en medio f/2 y como en fertilizantes agrícolas en luz fluorescente e incandéscente 
fueron similares (a=0.05). El contenido de clorofila a disminuyó durante el transcurso del 
cultivo y su concentración fue similar para ambos experimentos. En conclusión no existen 
diferencias en la densidad celular y el contenido de clorofila a en ambos medios cultivo con 
diferentes tipos de luz. Debido al bajo costo del medio con fertilizantes agrícolas y la luz 
fluorescente se recomienda su uso para el cultivo de Thalassiosira pseudonana empleada 
en la acuicultura. 
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l. INTRODUCCIÓN 

La microalga marina Thalassiosira pseudonana es una diatomea céntrica que 

pertenece a la división Chrysophyta, clase Bacillariophyceae, es utilizada como fuente 

esencial de alimento en estadios larvales y postlarvales de moluscos bivalvos marinos 

(almejas. ostras, conchas de peregrino), así como en estadios larvales de algunos crustáceos 

como larvas de camarones peneidos (Cotteau y Sorgeloos. 1992). 

Para el cultivo intensivo de r pseudonana, !as variables que influyen la producción 

de biomasa y composición bioquímica microalgal son temperatura, intensidad de luz, 

cantidad de nutrientes y el pH, ya que modifican las funciones metabólicas de las células en 

culti,·o ( Sánchez-Saavedra, 1994 ). 

La luz además de su papel primario en el proceso fotosintético, puede actuar 

moditicando los requerimientos nutritivos de las microalgas. Variaciones en la irradiancia 

suelen estar acompañadas de variaciones en la tasa de crecimiento (Kaplan et al., 1986). 

Yolumen celular (Falko,,·sky y Owens, 1980) y composición bioquímica (Dubinsky et al., 

1986). 

En las microalgas la influencia en la cantidad de luz (irradiancia) esta íntimamente 

ligada con la disponibilidad de energía para realizar sus funciones vitales. A bajas 

irradiancias la tasa de fotosíntesis esta limitada por las reacciones lumínicas de la 

fótosintesis, esto es por las reacciones fotoquímicas que implican el número de quanta 

disponibles y la capacidad de las células para utilizar esta energía (Richmond, 1986). 

La temperatura es otra variable importante que no solo atecta al crecimiento. sino 

también. al metabolismo y la composición bioquímica de la mi croa! gas. Existe una estrecha 

relación 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 óptimo, deben suministrarse al cultivo nutrientes en cantidades 

adecuadas, debido a que hay una gran variación entre los requerimientos nutritivos entre las 

especies y dentro de cada especie varían en forma distinta. el crecimiento y la 

incorporación de nutrientes no siguen una relación simple, dependen de factores tales como 

las concentraciones internas y externas o las tasas de difusión, a causa de la variabilidad de 

estos factores, las concentraciones de nutrientes y el desarrollo microalgal han variado 

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



cultivo, influyen directamente en el crecimiento, composición celular, el contenido de 

clorofila así como en el rendimiento final (Valenzuela-Espinoza, 1997). 
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El pH es uno de los factores importantes en el cultivo permeables microalgal, las 

membranas de las células microalgales no son a los iones hidrógeno e hidroxilo, por lo 

tanto las concentraciones de hidrogeniones intracelular y extracelular no están equilibradas 

y existe un gradiente de concentración 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 óptimo (7 y 8) (Richmond. 1986). El pH del medio de cultivo 

detemlina la solubilidad del col y de los minerales. así como la distribución relativa de las 

formas inorgánicas de carbono. e influye directa e indirectamente en el metabolismo de las 

microalgas (Fabregas et al., 1993). 

La interacción entre luz y temperatura es marcada. para cada temperatura existe una 

irradiancia específica a la cual se alcanza la tasa máxima de fotosíntesis. en temperaturas 

bajas la saturación lumínica ocurre en irradiancias bajas (Collins y Boyen, 1982). 

De todos los !actores que controlan el crecimiento de las microalgas en el medio 

ilatural 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 ecológico de cada especie dependerá de su habilidad para 

condicionarse a l0s cambios en el ambiente donde se desarrolle (Regan y lvancic. 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 y mueren 

rápidamente al exponerse a cambios pequeños a esta. dichas especies no son adecuadas 

para cultivos masiYos exteriores donde la exposición a la luz aumenta después del 

cosechado (Richmond. 1986). la manipulación de las diferentes variables de importancia en 

el crecimiento de las microalgas tendrán como resultado la producción de microalgas con 

características bioquímicas y nutricionales bien definidas. 
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U. ANTECEDENTES 

En la actualidad el creciente interés en el cultivo de larvas y juveniles de 

invertebrados marinos de importancia comercial, han centrado su atención en reducir los 

altos costos de producción de microalgas y la simplificación de los sistemas de cultivo para 

la producción (Brown et al., 1997). 

En años se han realizado diferentes investigaciones a cerca del cultivo de microalgas 

mediante el uso de medios preparados con fertilizantes agrícolas de bajo costo. (López­

Elías y Voltolina, 1993; Bustillos-Hurtado y López Elías, 1994: Valenzuela-Espinoza et al., 

1999: Si mental-Trinidad et al., 2001 ), estas investigaciones concluyen que la producción de 

biomasa y la composición bioquímica es similar en diferentes especies de microalgas, 

cultivadas en w1 medio con fertilizantes agrícolas y en medio f/2, además indican que el uso 

del medio con fertilizantes agrícolas tienen un costo de elaboración alrededor de un 30% 

menor. que aquellas cultivadas en medio f/2 . 

. -\unque las investigaciones citadas hacen referencia a la disminución de costos de 

elaboración de los medios de cultivo, sólo consideran la producción de biomasa como la 

\·ariable de respuesta a las distintas fuentes de nutrientes. Sin embargo, otro de los factores 

imponantes que puede modificar el crecimiento, composición celular y el contenido de 

pigmentos fotosintéticos es la irradiancía. 

La cantidad de clorofila celular, es uno de los constituyentes, que indican el estado 

fisiológico de las células, y su respuesta bajo distintas irradiancias y 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 Sánchez-Saavedra ( 1994); 

Sánchez-Saavedra y Voltolina (1994); quienes encuentran cambios importantes en la 

composición bioquímica y el contenido de clorofila a de Chaetoceros sp. 

Por otra parte, Correa-Reyes et al. (2001) estudió el crecimiento de ocho especies de 

diatomeas bentónicas bajo condiciones de luz azul y blanca, entre sus resultadós no 

encontró efecto en la producción de biomasa y la composición bioquímica. 
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Otros trabajos se han centrado en el estudio de cambios importantes en la razón 

carbono-nitrógeno y el contenido de pigmentos fotosintéticos, variando la irradiancia, 

temperatura y disponibilidad de nutrientes (Thompson et al., 1 993; 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, todavía existen preguntas esenciales, en 

relación al efecto que podría tener la alta irradiancia en el contenido de clorofila a y la 

producción de biomasa de T. pseudonana. 
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Ill. JUSTIFICACIÓN 

Los estudios antes citados, hacen referencia al uso de nutrientes económicos y la luz 

como factor que modifica el crecimiento alga! en sistemas de cultivo, de manera similar en 

distintos laboratorios desarrollan cultivos con irradiancias que no aseguran el crecimiento 

óptimo de las especies en cultivo, utilizadas comúnmente 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 J.lmol quanta m·1 s·1
), para el cultivo de microalgas y el efecto en el 

contenido de pigmentos fotosintéticos, los cuales indican la calidad de la biomasa celular en 

cultiYl~. 

Es por este motivo, es necesario conocer la densidad celular de T pseudonana y los 

cambios en el contenido de clorofila a en cultivos estáticos a altas irradiancias, debido a 

que. el efecto de la luz está íntimamente ligado con la producción de pigmentos, y 

variaciones importantes en la composición celular, tendrán efectos significativos en la 

calidad y cantidad de- biomasa, la cual es fundamental para el desarrollo, crecimiento y 

sobre,·ivencia de organismos en acuicultura. 

Con los resultados de este trabajo, se tendrá conocimiento a cerca del cultivo de T 

psewi,mana y del efecto de la luz en cultivos que se promueven al interior y exterior de 

laboratorios que se dedican a la producción de microalgas. las cuales son destinadas para la 

alimentación de invertebrados marinos de importancia comercial. 
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IV. HIPÓTESIS 

IV .l. ¿Los fertilizantes agrícolas servirán como fuente de nutrientes para el cultivo de 

Thalassiosira pseudonana de igual forma que los nutrientes grado reactivo? 

IV.2. ¿Habrá cambios en el contenido de clorofila a en Thalassiosira pseudonana al 

cultivarla con diferentes fuentes de nutrientes y distintos tipos de luz? 
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V. OBJETIVO 

V. 1 Comparar el crecimiento y contenido de clorofila a en cultivos estáticos de 

Tlw!assiosira pseudonana cultivada en medio f/2 y fertilizantes agrícolas en luz 

fluorescente e incandescente. 



VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

Vl.l. Cultivo de microalgas 
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La microalga marina Thalassiosira pseudonana, empleada para este estudio fue 

adquirida de la colección de cultivos unialgales que se encuentran en el laboratorio de 

producción de microalgas del Instituto de Investigaciones Oceanológicas de la Universidad 

Autónoma de Baja California. 

Los cultivos experimentales se realizaron en un cuarto con temperatura controlada a 

19± 1 oc mediante un sistema de aire acondicionado marca Carrier. El agua de mar 

utilizada para la preparación de los medios se trató mediante filtros cuno de l¡.un y se 

irradió con lámparas de luz ultravioleta de 25 W. En lo referente al pH esta variable se 

controló mediante la adición diaria de C02• 

Los nutrientes se prepararon de acuerdo al procedimiento descrito por Guillard ( 1975) 

para el medio f/2 y para la preparación de los fertilizantes se realizó en base a la 

formulación descrita por Valenzuela-Espinoza et al. ( 1999). De cada uno de los nutrientes 

se uso 1 mi para preparar un litro de medio de cultivo. 

El cultivo de Thalassiosira pseudonana se efectuó en dos niveles escalonados entre 

sí. el primer nivel de cultivo fue en matraces Erlenmeyer, los cuales se prepararon por 

duplicado con 200 mi de medio basado en fertilizantes agrícolas y medio t/2 de Guillard 

( 1975). Este material se esterilizó en autoclave a una temperatura de 121 °C. 1.05 kg cm-2 

de presión durante 15 minutos, una vez esterilizados se trasladarán al cuarto de cultivo para 

su enfriamiento. posteriom1ente en una atmósfera aséptica generada por dos mecheros de 

alta temperatura, cada Erlenmeyer recibió cinco mililitros de Thalassiosira pseudonana 

usando para ello un pipeteador tipo eppendorf calibrado, el tiempo de cultivo en este nivel 

fue de cinco días con iluminación continua proporcionada por lámparas fluorescentes 

(Sylvania de 75 watts), suministrando una irradiancia de 132 11mol quanta m.
2 

s.
1 

• la cual 

se midió con un irradiometro PAR modelo QSL-100 Biospherical Instruments Inc. 4n. 

Los cultivos obtenidos en Erlenmeyer fueron usados para continuar el siguiente nivel 

de cultivo en Fembach, los cuales fueron preparados por duplicado, cada uno con 2.3 L de 

medio constituido por fertilizantes agrícolas y medio f/2 de Guillard ( 1975), se esterilizaron 

en autoclave a 121 °C, 1.05 kg cm-2 de presión durante 15 minutos, después. cada 

Fembach recibió 200 mi de inóculo en condiciones asépticas, el tiempo de cultivo tue de 
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siet~ días con iluminación continua proporcionada por 8 lámparas fluorescentes de 75 watts 

Y 3 lámparas incandescentes de 500 watts que suministraron w1a irradiancía de 750 11mol 

quanta m·2s·1
, la cual se midió con un irradiometro PAR modelo QSL-100 Biospherical 

Instruments Inc. 4n. 

En cada nivel de cultivo, muestras de l m! fueron cuantificadas cada día en un 

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

VI.2. Análisis de Clorofila a 

La extracción . de clorofila a se realizó de acuerdo al procedimiento descrito por 

Pars,,n ~~ al. ( 1985), se filtró un volumen diario de lO mi de cultivo de cada unidad 

exp~rimental, mediante filtros de fibra de vidrio GF/F de O. 7 lliTI y 25 mm de diámetro, los 

cuales fueron envueltos en aluminio, etiquetados y almacenados en un contenedor con 

nitróg~no liquido, después el filtro que contenía la muestra, se colocó en un tubo para 

cemri fuga tipo falcón, se le adicionó 1 O mi de acetona al 90% previamente preparada. 

La extracción de clorofila a se llevó a cabo en refrigeración a 4 oC y en oscuridad por 

24 h,,ras. al tennino de este tiempo, se homogenízaron las muestras con la ayuda de un 

agitador vortex y se centrifugaron a 1190 x g durante 1 O minutos. el extracto clorofílico fue 

leídt> a longitudes de onda de 750, 665, 645 y 630 en un espectrofotómetro (Beckman 

Coult~r Dv 530, Life Science uv/vis Spectrophotometer). 

Para conocer la concentración de clorofila a se utilizaron las ecuaciones 

tricr,1matricas propuestas por Millán-Núñez y Álvarez-Borrego ( 1978). 
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VI.3. Parámetros poblacionales 

De los resultados obtenidos del número de células por mi se calculó. la tasa de 

crecimiento específica (¡.t) de cada condición de cultivo mediante las ecuaciones descritas 

por Guillard (1975). 

1-1 = Ln CN2)- Ln (NI) 
t2-t¡ 

Donde: 
11 =Tasa de crecimiento específica en días. 

N¡ =Es el número de células al tiempo t1. 

N2 = Es el número de células al tiempo 12. 

t¡ y t2 = Son el tiempo inicial y final en días. 

Para conve11ir la tasa de crecimiento (Jl) calculada con la expresión anterior, a 

número de divisiones por día, se divide entre el logaritmo natural de 2. 

D = J!...._ = --'L 
In (2) 0.693 

Donde: 

D =Número de divisiones por día. 

1-1 = Tasa de crecimiento específica. 

El tiempo de duplicación (TD) es el valor recíproco del número de diYisiones por 

día y se calcula como sigue: 

TD=_l_ 
D 

Donde: 

TD = Tiempo de duplicación en días. 

D = Divisiones por día. 

La producción diaria (PD) se calculó en base a la diferencia del número de células 

producidas entre el tiempo t¡ y el tiempo t2. 

PD= (CrCü 
(t2-t¡) 

Donde: 

C2= Son concentración de células al tiempo t2. 

C1= Son concentración de células al tiempo t1. 

t¡ y t2 = Son el tiempo inicial y final en días. 



11 

El valor porcentual (PV), se calculó en base a la variación de la concentración de 

células por unidad de tiempo. 

PV= 100 CCz-Cu 

Donde: 
e, (h-ti) 

C2= Son concentración de células al tiempo t2. 

C,== Son concentración de células al tiempo t¡_ 

t¡ y t2 = Son el tiempo inicial y final en días. 

Vl.4 Análisis estadístico 

Se realizó previamente una prueba de normalidad con el objeto de determinar si 

correspondían o no a la distribución normal. 

Como todos los datos tuvieron una distribución nomwl, se llevo a cabo el análisis 

parámetrico de ANOV A de dos vías y se realizó con el o~jeto de determinar diferencias . 

entre tratamientos, el análisis se realizó con el paquete estadístico SPSS con a= 0.05. 
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VII. RESULTADOS 

VII.l. Variables físico-químicas 

Las condiciones fisico-químicas en que se desarrollaron los cultivos estáticos de 

Thalassiosira pseudonana fueron los siguientes: temperatura promedio de 22 ± 1 °C, 

salinidad promedio de 34 ± 0.5 %o, el pH inicial de los c.ultivos fue de 8.1 y 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 agrícolas. (Cuadros X y XI). 

Debido a que el C02 actúa como un amortiguador del pH y es fuente de carbono 

asimilable por las microalgas, durante el desarrollo del experimento se le adicionó 

diariamente en intervalos de 1 O a 15 segundos. 

Vll.l.l. Crecimiento a nivel Erlenmeyer (cepa) 

Bajo las condiciones descritas anteriom1ente, el crecimiento promedio de T 

pseudonana en cultivo de 200 mi se muestra en la figura 1, donde el crecimiento en ambos 

medios (f/2 y fertilizantes agrícolas) inician con una densidad celular promedio de 7.84 x 

104 células m1"1, en las primeras 24 horas. se observó una fase lag o de retardo, donde no 

hubo un incremento significativo en la biomasa celular (Cuadro I A-B). A partir de este 

período (día 1) inician su fase de crecimiento exponencial, la máxima densidad celular se 

presentó al quinto día de cultivo (Cuadro 1 A-B) con 2.24 x 106 células mr 1 y 2.3 1 x 106 

células 1111"1 para el medio f/2 y los fertilizantes agrícolas respectivamente. la tasa de 

crecimiento promedio (~) para ambos cultivos fue de 0.74 y 0.67 con 0.97 divisiones por 

día. 

La máxima producción diaria (PD) se obtuvó al segundo día tanto en el medio f/2 

como en el cultivo con fertilizantes agrícolas. 
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Figura l. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 200 mi de medio t/2 y 
fertilizantes agrícolas. La barra vertical indica el error estándar. (n=2). 

Cuadw. l. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonmw cultivada en 200 mi con medio t72 
(A) y fertilizantes agrícolas (B). 

A 
Tiemp,, Concentración (¡¡) (TD) (O) (PO) (VP) 
(días) (cél/ml) (días) (días) (div.día' 1

) (cél/ml) % 
o 78 420 - - - - -
1 261 625 1.21 0.57 1.77 183 205 233.62 

' 1 000 425 1.34 0.51 1.93 738 800 282.38 -
1 403 775 0.34 2.04 0.49 403 350 40.31 

~ 1 773 800 0.23 3.03 0.33 370 025 26.35 
5 2 242 700 0.24 2.94 0.34 468 900 26.43 

PROMEDIO 0.74 1.81 0.97 

B 
Tíemr'' Concentración {¡t) (TD) (O) (PO) (VP) 
(días) (cél/ml) (días) (días) (div.día' 1

) (céllml) % 
o 78 420 - - - - -
1 199 450 0.94 0.74 1.35 PI 030 154.33 
2 828 350 1.42 0.49 2.04 628 900 315.31 
.Y 1316425 0.47 1.49 0.67 488 075 58.92 
~ 1 868 050 0.35 2.00 0.50 551 625 41.90 
5 2312300 0.21 3.33 0.30 44~ 250 23.78 

PROMEDIO 0.67 1.61 0.97 

~t= Tasa de crectmtento espectfica en dtas. 
TD= Tiempo de duplicación. D= Divisiones por día. 
PD= Producción diaria. VP= Valor Porcentual. 
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VII.1.2 Crecimiento a nivel Fernbach 

La producción de biomasa que se obtuvó en 2.3 L de cultivo en condiciones de luz 

fluorescente e incandescente se presentan en las figuras 2 y 3; cuadros U y UL los cultivos 
• • o ' 5 5 1 
uuctaron con densidades celulares diferentes: 1.96-1.93 x 10 y 2.06-1.95 x lO células mr 

para medio f/2 y fertilizantes agrícolas en condiciones de luz fluorescente e incandescente, 

respectivamente. 

Los cultivos de ambos tratamientos experimentales presentaron una fase de retardo de 

24 horas. después de este tiempo se observó un incrementó progresivo en su densidad 

celular que corresponde a la fase de crecimiento exponencial, la cual tuvo uná duración de 

tres días. 

Al séptimo día de cultivo la densidad celular (cuadros Il y III), varió de 5.66-6.07 x 

10
6 

CélulaS mr1 y de 4.70-4.73 X J0
6 

célulaS mr 1 para los CUltiVOS COn medio tf2 V 

fertilizantes agrícolas en luz fluorescente e incandescente, respectivamente. 

En ambos tratamientos no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

con un a = 0.05. (Apéndice 12.3). 

Los parámetros poblacionales promedio fueron similares entre las dos condiciones de 

luz, la tasa de crecimiento promedio (11) fue 0.46-0.49 y 0.44-0.45 con (D) divisiones por 

día 0.67-0.70 y 0.63-0.65 para el medio f/2 y fertilizantes agrícolas respectivamente. 

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

f/2 en comparación con aquellos realizados en fertilizantes agrícolas. (Cuadros li y III). 
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fiUOt"CSCente 

_._ M e dio f/2 
..-o- f'enilizanles agricolas 
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Figura 2. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 fli110I 
quanra m·~ s"1 de irradiancia en medio f/2 y fertilizantes agrícolas, con luz fluorescente. La barra 
ve11ical indica el error estándar (n=2.). 

Incandescente 

_.__ Medio f!2 
-o- Fertilizantes ag.ricola> 

:.-: 4 

Tiempo (días) 

Figura 3. Crecimiento promedio de Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 lllllol 
quanra nf~ s·1 de irradiancía en medio f/2 y fertilizantes agrícolas, con luz incandescente. La barra 
vertical indica el error estándar (n=2). 
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Cuadro. 11 Crecimiento promedio de Thalassíosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 ~uno! 
quanta m·1 s·' de irradiancía en medio f/2 (A) y fertilizantes agrícolas (B). En luz fluorescente. 

A 

Tiempo Concentración (Jl) (TD) (D) (PD) (VP) 
(días) (cél/ml) (días) (días) (div.día·'¡ (cél/ml) % 

o 196 169 - - - - -
1 501 700 0.94 0.74 1.35 305 531 155.74 
2 1 195 550 0.87 0.80 1.18 693 850 138.29 
3 2 619 600 0.78 0.89 1.12 1 424 050 119.11 
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 3 978 700 0.23 3.03 0.33 834 650 26.54 
7 5 665 450 0.35 2.00 0.50 1 686 750 42.39 

PROMEDIO 0.46 3.27 0.67 

B 

Tiempo Concentración (Jl) (TD) (D) (PO) (VP) 
(días) (cél/ml) (días) (días) (div.día"1

) (cél/ml) % 

o 206 152 - - - - -
1 300 450 0.38 1.85 0.54 94 298 45.74 
2 890 350 1.08 0.64 !.55 589 900 196.33 
3 1 817 750 0.72 0.97 1.03 927 400 104.16 
4 2817750 0.44 1.58 0.63 999 500 54.98 
5 3 452 050 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 4 702 450 0.13 5.55 0.18 557 950 13.46 

PROMEDIO 0.44 2.59 0.63 
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Cuadro. 111 Crecimiento promedio de Thalavsiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 750 ¡.unol 
quanta m·" s·' de irradiancía en medio f/2 (A) y fertilizantes agrícolas (B). En luz Incandescente. 

A 

Tiempo Concentración (fJ) (TD) (D) (PD) (VP) 
(días) (céllml) (días) (días) (div.día"1

) (cél/ml) % 

o 193 864 . . . . . 

1 528 000 1.00 0.69 1.44 334 136 172.35 
~ 1 278 250 0.89 0.78 1.28 750 050 142.09 

3 2 513 000 0.67 1.04 0.96 1 234 750 96.59 
4 2 753 650 0.09 8.33 o. 12 140 650 9.57 
5 3 248 050 0.17 4.16 0.24 -194 400 17.95 

6 4 271 850 0.27 2.63 0.38 1 023 800 31.52 
7 6072 300 0.35 2.00 0.50 1 800 450 42.14 

PROMEDIO 0.49 2.80 0.70 

B 

Tiempo Concentración (¡.t) (TD) (D) (PD) (VP) 
(días) (cél/ml) (días) (días) (div.día"1

) ( cél/ml) % 
o 195 986 . . . . . 
1 242 950 0.22 3.22 0.31 -16 964 23.96 
' 841 150 1.24 0.56 1.78 598 200 246.22 -
·' 1947 800 0.84 0.82 1.21 ¡ 106 650 131.56 
_¡ 2 764 950 0.35 2.00 0.50 817 150 41.95 
5 3 405 550 0.21 3.33 030 6-10 600 23.16 
6 3 957 350 0.!5 4.76 0.21 551 800 16.20 
7 4 734 800 0.18 4.00 0.25 777 450 !9.64 

PROMEDIO 0.45 2.67 0.65 
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VII.2 Contenido de Clorofila a 

El contenido de clorofila a por célula se muestra en las figuras 4, 5 Y cuadros IV Y V, 

durante el período de cultivo, la concentración de clorofila a varió de 0.029 pg cér' hasta 

0.008 pg cér1 en el medio f/2 , mientras que en el cultivo con fertilizantes agrícolas 

presentó valores de 0.034 pg cér1 a 0.007 pg cér1
• 

Los resultados del análisis al inicio del experimento indican que la mayor 

concentración de este pigmento (0.029- 0.034 pg cél"1
) en el cultivo tanto en medio f/2 y 

fertilizantes agrícolas se presentaron al primer día de cultivo, a partir de este día y durante 

el resto del cultivo. el contenido de clorofila a disminuyó conforme aumentó la densidad 

celular, hasta llegar a valores mínimos de 0.008 pg cél"1 y 0.007 pg cér
1 

al séptimo día de 

cultivo tanto en medio f/2 y fertilizantes agrícolas. 

En general se observó que en ambos tratamientos (medio f/2 y fertilizantes agrícolas) 

el contenido de clorofila a disminuyó notablemente al inicio de la fase exponencial. 

Posteriormente. la disminución de este pigmento fue de manera gradual hasta obtenerse los 

valores mininos en el último día de cultivo (Figuras 4,5 y cuadros IV y V). 
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fluorescente 
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0.05 -o- Fertilizantes agrícolas 
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Figura -L Contenido promedio de clorofila a en Tha/assiosira pseudonana cultivada en 2.3 L con 
750 ¡uno! quanta m·2 s·1 de irradiancia en medio f/2 y fertilizantes agrícolas, con luz fluorescente 
.La barra vertical indica el error estándar. (n=2). 

Cuadr<'. IV Concentración promedio de clorofila a por unidad celular pg cél'1 en Tlwlassiosira 
pseudonana cultivada en volumen de 2.3 L con 750 11mol quanta m·2 s·1 de irradiancia con medio 
f 12 y fertilizantes agricolas. en luz fluorescente. 

Medio f/2 Fertilizantes agrícolas 

Tiempo (días) Concentración Clorofila a Concentración Clorofila a 

cél/ml (pg cél' 1
) cél/rnl (pg cél' 1

) 

1 501 700 0.029 300 450 0.034 

2 1 195 550 0.022 890 350 0.024 

3 2 619600 0.019 1 817 750 0.022 

.. 2 885 400 0.021 2 817 750 0.016 

5 3 144 050 0.021 3 452 050 0.007 

6 3 978 700 0.021 4 144 500 0.014 

7 5 665 450 0.015 4 702 450 0.012 
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Figura 5. Contenido promedio de clorofila u en Tlwlussiosiru pseudonuna cultivada en 2.3 L con 
750 ¡unol quanta m-2 s·1 de irradiancia en medio f/2 y fertilizantes agrícolas. con luz incandescente. 
La barra vertical indica el error estándar. (n=2). 

Cuadro. V Concentración promedio de clorofila a por unidad celular pg cér1 en Thalossiosira 
pseudonana cultivada en volumen de 2.3 L con 750 ¡¡mol quanta m-2 s- 1 de irradiancia con medio 
f/2 y fe1tilizantes agrícolas en luz incandescente. 

Medio f/2 Fertilizantes agrícolas 

Tiempo (días) Concentración Clorofila a Concentración Clorofila a 

céllml (pg cél"1
) cél/ml (pg cér1

) 

1 528 000 0.029 242 950 0.022 

2 1 278 250 0.024 841 150 0.02-t 

3 2 513 000 0.018 1 947 800 0.018 

-t 2 753 650 0.018 2 764 950 OJII2 

5 3 248 050 0.017 3 405 550 0.008 

6 4 271 850 0.013 3 957 350 0.008 

7 6 072 300 0.008 4 734 800 O.llll7 
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Las principales variables que influyen en el cultivo y crecimiento de Thalassiosira 

pseudcmana son temperatura, luz, 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 están dentro del intervalo de temperaturas promedio (21 °-24.5°), que han sido 

reportadas como óptimo 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 int1uencia 

directa en el cultivo de T. pseudonana, en las condiciones antes mencionadas. 

De la misma manera, la salinidad se mantuvó en 34 %o y el pH en el intervalo óptimo 

(7.7-8.4) que ha sido reportado para el cultivo de especies de este genero (Thompson et al., 

1943: Strzepek y Price, 2002; Berges et al., 2002; Staehr et al.. 2002). el pH se controló 

mediante la adición diaria de co2. 
La adición de C02, actúa como fuente de carbono inorgánico y actúa como tampón en 

las Yariaciones de pH. Conforme aumenta la densidad celular. se incrementa la actividad 

tl.1tosintética, lo que origina un aumento en el consumo de carbono inorgánico y a su vez 

hay un incremento en el pH del medio de cultivo, estos cambios en la concentración de C02 

at~cta la actividad fotosintética y disminuye la producción celular del cultivo (Laing y 

Ayala. 1990). 
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VIII.2 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 inoculó pierden actividad enzimatica y hasta que los procesos 

enzimáticos 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 número comparable 

con la del inóculo, es decir, esta fase de retardo, es cuando la mayoría de las células 

inoculadas son viables, pero no están en condiciones para dividirse inmediatamente, 

especialmente si provienen de un cultivo viejo, donde los procesos enzimáticos pueden 

estar inactivados. además la concentración de metabolitos disminuyen a niveles 

insuficientes para la división celular. esta fase de acondicionamiento es necesaria antes de 

que se inicie el crecimiento ( Foog y Take, 1987). 

En cultivos estáticos, el aumento en él número de células de Thalassiosira 

pseudonana sigue un patrón característico, en el cual se observan diterentes tases con 

relación al tiempo y condiciones de cultivo. En el presente trabajo al comparar el 

crecimiento de los cultivos entre los medios (fertilizantes agrícolas y medio f/2). con dos 

tipos de luz en volumen de 150 mi (Erlenmeyer) y 2.3 L (Fembach) se encontró que no 

existen diferencias significativas ( u==0.05) (Apéndice 12.3) en la densidad 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 bentónicas reportadas por 

Rojo-Salazar (2002), en donde a pesar de que él inoculo provenía con las mismas 

condiciones de cultivo presentó una fase de retardo durante las primeras 48 horas. seguido 

de una fase de crecimiento exponencial, en la cual se observó 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 óptimos, es en esta fase de crecimiento exponencial 

donde se registraron las mayores tasas de crecimiento (~) así como las mayores divisiones 

por día (D) (Cuadro 2 y 3). 

Las divisiones por día (D) presentan valores similares en cultivos con medio f/2 y 

fertilizantes agrícolas 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 O. 7 y 1.65 divisiones por día (D) para Thalassiosira weiss.flogii con irradiancías de 6 a 

150 ~ mol photon m·2s1
, así mismo Milligan y Harríson (2000) encuentran valores de 



divisiones por día (D) de 0.47 y 0.85 en Thalassiosira weis.sjlogii bajo condiciones de 

irradiancia de 150 ¡.t mol m ·2s 1• 

En contraste, Thompson et al. ( 1990) obtienen resultados superiores solo en la 

condición de 225 11 E m·2s1
, de irradiancía con divisiones por día de 0.39 y 1.84 en 

Thalassiosira pseudonana. 

En general se observó, que las fases de crecimiento de Thalassiosira pseudonana 

coinciden en tiempo, obteniéndo concentraciones celulares similares durante los siete días 

de cultim (figuras l, 2 y 3), siendo sus tasas de crecimiento promedio (¡.t) y divisiones por 

día (D) similares en ambos tratamientos. (Cuadro 1 A-8; cuadro 11 A-8; cuadro III A-8). 

Las diferencias en el crecimiento, pueden estar relacionadas con características 

propias de la especie, así como su composición pigmentaria. debido a que el contenido y 

composición de los pigmentos accesorios influyen en la capacidad de captación de energía 

luminosa en un determinado intervalo de longitudes de onda. 

\"111.3. Contenido de clorofila a 

La concentración total de pigmentos puede ser modificada por variables ambientales 

conw la irradiancía, la longitud de onda de la luz y la concentración de nitrógeno. (Kirk. 

199-f ). En el presente estudio, ambos tratamientos (medio ti'2 y fertilizantes agrícolas) 

sometidos a altas irradiancías presentan los valores máximos de clorofila a 0.029 y 0.034 

pg cér 1 al primer día de cultivo, a partir de este momento y durante el resto del cultivo el 

contenido de este pigmento disminuyó (Cuadro IV y V). 

La tendencia a disminuir el contenido de clorofila a puede ser explicado debido a que. 

en altas irradiancias los cloroplastos reducen su tamaño y su sistema de transferencia de 

electrones se ve saturado, la energía ya no es transferida lo que genera una disminución en 

el número de tilacoides por cloroplasto, por consiguiente se modifica la concentración de 

cloro tila. 

La reducción en el contenido de los pigmentos celulares, se considera un proceso de 

regulación del aparato fotosintético para obtener un balance entre la ganancia de luz y la 

demanda de energía necesaria para mantener el crecimiento alga! (Kirk, 1994). 
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La reducción en el contenido de clorofila a debido a altas irradiancias ha sido descrita 

para otras especies de fitoplancton marino (Ciaustre y Gostan, 1987; López-Muñoz et al., 

1992). 

Los resultados en el contenido de clorofila a, de Thalassiosira pseudo nana, con una 

irradiancia de 750 ¡.1mol quanta m"2 s·' obtenidos en el presente estudio tanto con medio f/2 

Y fertilizantes agrícolas (Cuadro IV y V), son inferiores a las registrados por Claustre y 

Gostan (1987) quienes cultivaron Hymenomonas elongata e Isochrysis galbana bajo 400f.lE 

m-2 s·' y obtienen 2.95 pg cér1 y 3.28 pg cér1
• Thompson et al. (1990) encuentra para 

Chaetoceros calcitrans 5.96 pg cér1
, C. gracilis 4.90 pg cér1

, lmchrysis galhana 3.28 pg 

cér', Phaeodactylum tricornutm 3.15 pg cér', Pavlova lutheri 3.43 pg cér' y Tha/assiosira 

pseudonana 6.24 pg cér1 bajo irradiancías de 225 !lE m"2 s- 1
• Por su parte. Sánchez 

Saavedra y Voltolina (1994) reportan para Chaetoceros .~p. 0.04 7 pg cér1 en irradiancías de 

565 ¡.tmol m-2 s- 1
. Del análisis de la información antes expuesta. es claro observar que 

diferentes especies en distintas condiciones de luz, tiene distinta concentración de clorofila 

a, pero también es cierto, que estas especies cultivadas en altas irradiancías tiene bajo 

contenido de clorofila a. 

Por lo cual se debe de tener en cuenta que además de las diferencias entre las 

especies, la respuesta fisiológica de una misma especie puede ser modificada por la 

composición química del medio y el nivel de la irradiancía empleada. 
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IX. CONCLUSIONES 

La biomasa microalgal obtenida en el medio constituido por fertilizantes agrícolas es 

similar a la producida en medio f/2 en ambas condiciones de luz para el mismo período de 

cultivo. 

El contenido de clorofila a en el cultivo basado en fertilizantes agrícolas es similar al 

obtenido en medio f/2 en ambas condiciones de luz para el mismo período de cultivo. 

El costo de producción se reduce al utilizar el medio con fertilizantes agrícolas. 

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

irradiancias 
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X. RECOMENDACIONES 

Se recomienda realizar estudios en los cuales se analice la composición proximal de 

T pseudonana para determinar sí su valor nutricional varia significativamente en altas 

irradiancías. 

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

irradiancía no disminuye la tasa reconsumo de nutrientes en T pseudonana. 
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Cuadro VI. Compuestos y concentración de nutrientes para preparar el medio f/2 de Guillard 
(1975). 

Compuesto Solución Concentración 

Stock 

NaN03 75gr*** 883¡tM 

NaH2P04 • H20 Sgr*** 36.3¡tM 

*Na,SiOJ. 30gr*** 107¡tM 

9H20* 

Solución de -
vitaminas. 

B" 0.5¡.tg 

Biotina 0.5¡.tg 

Tiamina. HCI O.lmg 

Solución de 

metales traza 

CuSO,. 5H20 O.Olmg*** 0.04¡tM 

Na2Mo04.2H20 0.006mg*** 0.03¡tM 

ZnS04• 7H20 0.022 mg*** 0.08¡tM 

CoCI.6H20 0.01 mg*** 0.05J.1M 

MnC12.4H20 0.018 mg*** 0.9¡.tM 

Solucion 

primaria 

FeCI3. 6H20 3.15mg*** II.71JM 

Na2EDTA. 4.36mg*** ll.?¡.tM 

2H¡O 

*Solo cuando la especie de alga lo necesita* 
**Para preparar I litro de medio 

***disolver en I litro de agua destilada 
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Cuadro VIL Nombres comerciales de los fertilizantes agrícolas usados para preparar el medio de 
cultivo y la concentración de nutrientes que se le agregan al agua de mar. 

Nombre comercial Compuesto Porcentaje {%) Cantidad agregada Concentración 

quimico (mg L"1
) (¡tM) 

Ferrimex NH4N03 35.5 36.8 882 

Subdury P205 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 ZnS04 0.087 1.9 6.75 

KGRO CuS04 0.159 2.0 13.92 

KGRO Sulfuro 3.64 45.84 1429.6 
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XII.2. Variables físico-químicas 

Cuadro VIII. Variables físicos químicas en los cultivos de Thalassiosira pseudonana cultivada en 
2 3 L con medio f/2 de Guillard 

A 

Día Toe pH* S%. 

1 21 8.1 34 

2 23.5 8.417.6 34 

3 23.5 8.3/7.7 34 

4 23 8.3/7.9 34 

5 23.5 8.417.7 34 

6 23.5 8.417.7 34 

7 22 8.217.7 34 

Pro m. 22.8 8.317.7 34 

*Después de inyección de C02. 
A Luz fluorescente. 
B Luz incandescente. 

TOC pH* 

21 8.1 

23 8.417.7 

23 8.4/7.7 

22.5 8.3/7.9 

22.5 8.4/7.7 

22.5 8.4/7.7 

22 i 8.217.7 

22.3 18.3/7.7 
! 

B 

S%. TOC pH* !S%. re pH* S%n 
1 

34 24 8.1 j34 24 8.1 34 

34 24.5 8.417.6\34 24.5 8.417.7 34 

34 24.5 8.3/7.7 ¡ 34 24.5 8.3/7.8 34 

34 24.5 8.317.9 '34 24.5 8.317.9 34 

34 24.5 8.417.7 34 24.5 8.4/7.7 34 

34 24.5 8.317.7 34 24.5 8.317. 7 34 

34 24.5 8.117.6 34 24.5 8.1/7.6 34 

34 24.4 8.217.7 34 24.4 8.217.7 134 

Cuadro IX. Parámetros físicos químicos en los cultivos de T. pseudonana cultivados en 2.3 L con 
fet1ilizantes agrícolas. 

A 

Oía TOC pH* S'Xoo 

1 21 8.0 34 

2 ?' _ _, 8.1/7.6 34 

3 
,, 
~.) 8.0/7.6 34 

4 )' -J 8.0/7.7 34 

5 ?' _.) 8.2/7.7 34 

6 23 8.0/7.6 34 

7 22 8.017.6 34 

Prom. 22.5 8.017.6 34 

"' *Despues de myeccton de C02. 
A Luz fluorescente. 
B Luz incandescente. 

re j pH* 

21 ¡8.0 

23.5 ¡8.017.6 

23.5 jS.0/7.6 
¡ 

23.5 ¡8.017.7 

23.5 ! 8.2/7.7 
! 

23.5 ¡s.2/7.6 

22 ¡s.217.6 

23 ¡s.on.6 

B 
1 

S%. re pH* S%o re pH* S%u 

34 24 7.8 34 24 7.9 34 
1 

34 24 8.0/7.7 34 24 8.1/7.6 ¡34 1 
' 

34 24 8.0/7.6 34 24 8.(!/7.6 34 

34 24.5 8.1/7.8 34 24.5 8.1/7.8 34 

34 24.5 8.217.7 34 24.5 8.2/7. 7 1 34 

34 24.5 8.317.8 34 24.5 8.3/7.6 34 

34 24.5 8.0/7.6 34 24.5 8.0/7.6 34 

34 24.8 8.017.6 . 34 24.2 8.017.6 34 



XII.3 tratamiento estadístico de los datos 

Cuadro X. Análisis de varianza ANOVA de dos vías u= 0.05. 

f/2f f/2 f f/2 i f/2i 

promedios 2532230 2514500 2482881 2731860 

varianza 3.29E+12 3.53E+12 3.45E+12 4.35E+I2 

fdeFisher 1.072206 1.258809 

r crit 0.05 3.798 Hose acepta 3.798 Hose acepta 

\'ar pon 3.41E+12 3.9E+l2 

t 

calculada 0.019195 0.252193 

t crit 0.05 2.145 Hose acepta 2.145 Hose acepta 

f máxima 
1.917683 

3.798 Hose acepta 

fer f fer f fer i feri 

promedios 2510455 2072283 2040363 2482396 

varianZll 3.49E+12 2.66E+12 2.27E+12 3.88E+12 

f deFisher 1.311692 1.710164 

f crit 0.05 3.798 Hose acepta 3.798 Hose acepta 

\'ar pon 3.08E+12 3.07E+12 

t 

calculada 0.499497 0.504517 

t crit 0.05 2.145 Hose acepta 2.145 Hose acepta 

F máxima 
1.917683 

3.798 Hose acepta 
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