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Resumen

Se evalud el efecto de diferentes intensidades de luz y concentracion de nutrientes en
las razones de pigmentos accesorios/clorofila @, composicion celular y consumo de
nutrientes para tres especies de microalgas marinas: Amphidinium carteri, Thalassiosira
pseudonana y Tetraselmis suecica, con el propésito de investigar variaciones en las
razones de pigmentos, como también la necesidad de obtener informacion sobre la
composicion celular y consumo de nutrientes por microalgas que son usadas en
acuacultura. Un disefio factorial de cuatro condiciones de luz (50, 150, 300 y 750 pmol
quanta m” s™) y tres concentraciones de NaNO; y NaH;PO4 (bajo 441.5/18.1, medio
883/36.3, y alto 1766/72.6 pM respectivamente), fue llevado a cabo estableciendo 12
tratamientos experimentales. En general, la densidad celular de las tres especies se
increment6 de bajas a altas intensidades de luz, pero irradiancias de 50 pmol quanta m™
s limitan el crecimiento de las especies. A. carteri increment6 su densidad celular con la
intensidad de luz, y no con la concentracion de nutrientes. Mientras que, T. pseudonana,
increment6 su densidad celular con la concentracion de nutrientes, y solo en la condicion
de alto nutriente la densidad celular fue mas afectada por la intensidad de luz. En cambio,
T suecica increment6 su densidad celular con el incremento en la intensidad de luz y
concentracion de nutrientes. Cultivos de 4. carferi expuestos a condiciones de bajo y
medio nutriente fueron limitados por nutrientes al quinto y sexto dia, mientras que, una
mayor remocion de nutrientes se observé en 300 pmol quanta m? s?. T. pseudonana, no
fue limitada por nitrato y fosfato en las distintas condiciones evaluadas, sin embargo, la
remocion de silicatos fue del 98% en los primeros dos dias del cultivo en altas
intensidades de luz. 7. swecica, incrementd la remocion de nutrientes de bajas a altas
irradiancias, denotandose que la mayor remocion de nitrato y fosfato toma lugar en
menor tiempo en altas intensidades de luz, pero conforme se incrementa la concentracion
de nutrientes, la limitacién ocurre en mayor tiempo, que en bajas concentraciones de
nutrientes y bajas intensidades de luz. La concentracién de proteinas por célula
disminuyé en los primeros tres dias para las tres especies, observandose mayor contenido
en células creciendo en bajas irradiancias que en altas irradiancias. A través de las
diferentes condiciones evaluadas, el contenido de proteinas por célula en T. swecica fue
mayor que el de A. carteri y T. pseudonana. La concentracion de lipidos en A. carteri
fueron mayores en altas irradiancias, mientras que, en 7. suecica la maxima
concentracion fue en bajas irradiancias. Para 7. pseudonana solo se observaron
variaciones importantes respecto a la luz en la condicién baja de nutrientes. La
concentracion de carbohidratos por célula en 7. suecica se increment6 con el tiempo de
cultivo, con valores mayores en altas irradiancias, mientras que, en 1. pseudonana
disminuyen. Para A. carferi, se incrementaron en bajo nutriente, y con tendencia a
disminuir en cultivos con alta concentracion de nutrientes. Las razones de pigmentos
fotosintéticos presentaron diferencias en las distintas intensidades de luz, con valores
mayores en bajas irradiancias, manteniéndose sin cambios durante el tiempo de cultivo.
Las razones de pigmentos fotoprotectores presentaron diferencias en las distintas
intensidades de luz, con valores mayores en altas irradiancias, y cambios durante el
tiempo de cultivo. Los resultados de este estudio indican que la intensidad de luz tuvo
mayor efecto que la concentracién de nutrientes en la razén de pigmentos accesorios
respecto a la clorofila @ en las diferentes especies de microalgas en cultivo.
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1. Introduccion

El fitoplancton marino contiene pigmentos fotosintéticos cuya funcion es la absorcion
de la energia luminosa en diferentes longitudes de onda, y transferir esta a los centros de
reaccion donde es utilizada para procesos fotoquimicos (Masojidek ef al., 2004). Estos
pigmentos estan divididos en tres grupos: clorofilas (@, b, ci, ¢z, ¢3), carotenoides
(carotenos y sus derivados oxigenados conocidos como xantofilas), y biliproteinas
(aloficocianinas, ficocianinas, ficoeritrinas). La clorofila @ es el pigmento universal del
fitoplancton eucariota y es el componente celular més confiable, que ha sido utilizado para
conocer la biomasa del fitoplancton tanto en el ambiente marino como en condiciones de
cultivo. Sin embargo, la razén de la clorofila @ respecto a otros componentes celulares no
es constante, debido a que la concentracién celular de la clorofila a depende de la
composiciéon de especie's y el estado foto-adaptativo del fitoplancton presente en las
muestras. También, el contenido de pigmentos de células del fitoplancton cambia cuando
estas experimentan fotoaclimatacion o cuando son expuestas a condiciones de estrés, por
ejemplo limitacion de luz o nutrientes (Goericke y Montoya, 1998). Otro inconveniente
que se tiene al usar la clorofila a, es que para efecto de calculo, se considera el total de las
algas, sin considerar especies individuales, entonces no se conoce con cuanto contribuye
cada taxa a la clorofila a para los calculos de productividad primaria.

La necesidad de mediciones mas precisas de la biomasa de fitoplancton usando la
clorofila a justifica que se continie investigando de como cambios en las caracteristicas
del fitoplancton tienen un impacto en el proceso fotosintético y contenido de clorofila a.
Varios pigmentos accesorios (carotenoides fotosintéticos y carotenoides fotoprotectores),

le permiten a las células del fitoplancton ampliar su ventana 6ptica mejorando su eficiencia



de absorcion y capacidad de adaptacion, lo cual protege el aparato fotosintético del exceso
de luz (Bidigare et al, 1990; Hoepffher y Sathyendranath, 1991). Ademas, ciertos
pigmentos son Unicos para grupos taxondmicos especificos, por ejemplo: prasinoxantina
presente en algunas prasinofitas y peridinina en la mayoria de los dinoflagelados. Otros
son encontrados principalmente en uno o pocos grupos: 19’-hexanoyloxyfucoxantina
presente en primnesiofitas y algunos dinoflagelados, y fucoxantina en diatomeas, crisofitas,
primnesiofitas y rafidofitas. La cuantificacion de estos pigmentos proporciona la base para
calcular la contribucion de grupos de fitoplancton en lo individual a la cantidad total de
clorofila @ lo que permite conocer la relacion entre el contenido celular de pigmentos
accesorios y clorofila a en diferentes especies (Henriksen et al., 2002).

Experimentos de campo y laboratorio han hecho uso de diferentes técnicas para
conocer la razon de pigmentos accesorios respecto a la clorofila a. Los primeros trabajos
para calcular la contribucién de distintos grupos algales, usando pigmentos especificos
fueron hechos por analisis de regresion lineal multiple entre pigmentos accesorios y
clorofila @ (Gieskes et al., 1988), usando la clorofila @ como la variable dependiente y la
concentracion de pigmentos accesorios como variable independiente. Los coeficientes de
regresion pueden ser usados como estimacion de la razon pigmentos accesorios:clorofila
a, lo cual permite el célculo de la contribucion de cada grupo mayor algal a la biomasa
total del fitoplancton, expresada como equivalentes de clorofila a. Sin embrago, una
desventaja de esta técnica es que la razon de pigmentos puede cambiar como resultado de
dias de larga duracién, que modifican el ambiente de luz y disponibilidad de nutrientes

(Goericke y Montoya, 1998; Mackey et al., 1998).



Otro método para calcular la biomasa de diferentes grupos algales usando datos de
pigmentos es el programa CHEMTAX, el cual fue desarrollado por Mackey ef al. (1996).
Este usa un factor de analisis y algoritmos descendentes para encontrar el mejor ajuste a
los datos, basado en célculos iniciales de razones apropiadas de pigmentos
accesorios:clorofila a que pueden estar presentes en las muestras. La aplicacion del
programa CHEMTAX para muestras costeras y estuarinas es limitada debido a la falta de
informacion sobre razones de pigmentos para estas areas.

Los métodos cromatograficos modernos, son usados para el calculo de clorofilas
y carotenoides. Este procedimiento no solo determina la biomasa de fitoplancton, sino
también la biomasa de grupos especificos de microalgas de concentraciones de taxon-
carotenoides especificos tales como fucoxantina (diatomeas), peridinina (dinoflagelados) y
zeaxantina (procariotes fotooxitrofos). En consecuencia, la aplicacion de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) para analisis de pigmentos de fitoplancton ha
disminuido la incertidumbre para mediciones de clorofila a y feopigmentos, también como
pigmentos accesorios, dado que los compuestos son fisicamente separados €
individualmente cuantiﬁcadoé.

La técnica HPLC ha sido una valiosa herramienta que facilita la separacion,
identificacién y cuantificacion de los compuestos pigmentarios del fitoplancton. Este
método, ha revelado que la divinil clorofila a y b estan solo presentes en proclorofitas
(Goericke y Repeta, 1992). Los feopigmentos fluorometricamente determinados son
subestimados en la presencia de clorofila & (Vernet y Lorenzen, 1987), y la incertidumbre

en determinar la concentracién de clorofila @ es variable en tiempo y espacio (Trees ef al.,



1985; Smith ef al., 1987; Hoepftner y Sathyendranath, 1992; Bianchi at al., 1995; Tester
etal., 1995).

Estudios de laboratorio y campo han mostrado que la razén de pigmentos accesorios
individuales respecto a la clorofila a pueden variar en funciéon de la composicion
taxonomica y el estado fisiologico, asi como también por la concentracion de nutrientes,
intensidad de luz, composicion espectral y fotoperiodo (Bidigare et al., 1990; Mille et al.,
1993; Morel et al., 1993; Bricaud ef al., 1995). Ademas, se ha demostrado que, junto a
los pigmentos accesorios individuales, un selecto grupo de compuestos pigmentarios
pueden también tener un alto grado de variabilidad relativo a la clorofila a (Gieskes et al.,
1988; Everitt ef al., 1990; Mackey ef al., 1996), indicando cambios en la estructura de la
comunidad del fitoplancton tanto en su distribucion horizontal y vertical.

La biomasa del fitoplancton en cualquier cuerpo de agua cambia de acuerdo a
condiciones ambientales, caracteristicas fisiologicas de los diferentes grupos (Kierboe,
1993) e interacciones ecologicas entre los niveles troficos (Harris, 1986). Asi que diversas
poblaciones presentes en un momento dado, reflejan su maxima capacidad en el consumo
de nutrientes y utilizacién de la luz. Este acoplamiento entre condiciones fisico-quimicas y
la estructura de la comunidad del fitoplancton es reflejado en adaptaciones fisiologicas y
morfologicas para las diferentes escalas del movimiento de agua, a lo cual esta sujeto el
fitoplancton (Estrada y Bardalet, 1997).

Cuando los nutrientes son escasos, por ejemplo, condiciones oligotroficas, la biomasa
del fitoplancton es dominada por pequefias células procariotas (Chisholm ez al., 1988,
Olson ef al., 1990). Las células que crecen en condiciones bajas de nutrientes y alta

irradiancia tienen alta concentracién de pigmentos accesorios, incluyendo pigmentos



fotoprotectores, en relacion a aquellas que crecen donde el nutriente es abundante (Sosik
y Mitchell, 1991; Geider et al., 1993; Stuart et al., 1998).

Procesos fisicos que proveen nutrientes a la zona eufotica (mezcla vertical,
surgencias), perﬁitirén que proliferen células més grandes, complementando grupos de
pequefio tamafio (Yentsch y Phinney, 1989; Chisholm, 1992). Del mismo modo, un tiempo
considerable en la respuesta numérica de filtro-alimentadores permitird células mas
grandes en la estructura de la comunidad fitoplanctonica (Thingstad y Sakshaug, 1990;
Kierboe, 1993; Reigman ef al., 1993; Carr, 1998).

Para conocer como la luz modifica la respuesta a cambios temporales en la capacidad
de asimilaciéon de amonio, nitrato, fosfato, y silicato por fitoplancton en cultivo, es
necesario conocer la interacciéon de esta variable en el ambiente de cultivo, debido a que es
de primordial importancia en acuacultura (Parslow et al., 1984). Estudios al respecto han
evaluado la tasa de renovaciéon y concentracion de nutrientes para modificar la
productividad y composicién bioquimica en cultivos ciclostéticos de microalgas marinas
(Fabregas et al., 1995). Debido a la importancia de la dindmica del fitoplancton ante
fluctuaciones en el suministro de nutrientes, estudios recientes han enfatizado la
importancia de conocer la respuesta a la temperatura, nitrégeno, limitacion por luz,
composicion de pigmentos y su efecto en las propiedades Opticas de distintas especies de
fitoplancton en cultivos de laboratorio (Sciandra ef al., 2000; Stramski et al., 2002;
Henriksen ef al., 2002; Platt ef al., 2003). Estos estudios indican que la tasa de
crecimiento del fitoplancton varia ante distintas condiciones ambientales y consideran que
los nutrientes, luz (intensidad, composicion espectral y fotoperiodo), temperatura, e

interacciones entre los niveles troficos son condiciones que hacen variar la tasa de



crecimiento de las células del fitoplancton y por tanto, modifican la concentracion de
clorofila a, la cual es utilizada para el calculo la biomasa del fitoplancton. Por lo tanto,
para adecuadas estimaciones de biomasa a partir de pigmentos es necesario tener un mejor
conocimiento referente a los cambios en la concentracién de clorofila a y pigmentos
accesorios en diferentes fases de crecimiento de diferentes especies en cultivo, en distintos
niveles de irradiancia y concentracion de nutrientes. Asimismo, también es necesario
conocer acerca de sus caracteristicas fisiologicas basicas de las distintas especies en
cultivo con respecto a la asimilacion de nutrientes, debido a que los nutrientes son uno de
los factores importantes en el crecimiento del fitoplancton, que influyen directamente en la
tasa de crecimiento, composicion celular (proteinas, lipidos y carbohidratos),
concentracion de clorofila a, asi como también en su productividad.

En este trabajo, se estudia la interaccion de diferentes condiciones de irradiancia y
nutrientes en el crecimiento, composicion celular (proteinas, lipidos y carbohidratos), y
contenido de pigmentos (clorofila @ y pigmentos accesorios) de tres especies de
microalgas marinas. La importancia es conocer los cambios en la razén de pigmentos
accesorios respecto a la clorofila a, y la importancia de estos cambios en la calidad celular

de las especies que cominmente se utilizan en la acuacultura,



2. Hipétesis

Cambios simultaneos en la irradiancia y la concentracion de nutrientes afectan de
manera diferente la tasa de crecimiento de diferentes especies de microalgas marinas
mantenidas en cultivos estaticos.

La razébn de pigmentos accesorios/clorofila a en diferentes especies de microalgas
cambia en funcién de la irradiancia y/o concentracioén de nutrientes.

Las diferencias en la composicion celular debido a diferentes irradiancias y/o
concentracion de nutrientes usados para el cultivo son especificas para cada especie.

Diferentes especies de microalgas tienen distintos requerimientos de nutrientes durante

su crecimiento.

3. Objetivo General:

El objetivo central de este estudio es conocer los cambios de los pigmentos accesorios
respecto a la concentracion de clorofila a, composicion bioquimica (proteinas, lipidos y
carbohidratos), y consumo de nutrientes en diferentes especies de microalgas
(Amphidinium carteri, Thalassiosira pseudonana, y Tetraselmis suecica) al cultivarlas en

distintas irradiancia y concentracion de nutrientes en condiciones de laboratorio.

3.1 Objetivos Especificos
Conocer el efecto de diferentes condiciones luz y nutrientes en la densidad celular,
la composicién bioquimica (proteinas, lipidos y carbohidratos), las razones de pigmentos

accesorios respecto a la clorofila a en tres especies de microalgas marinas.



Determinar en las diferentes especies de microalgas las razones de pigmentos
accesorios respecto a la clorofila @, la composicién bioquimica y los cambios respecto al
de cultivo en diferentes condiciones de luz y nutrientes.

Determinar el consumo diario de nutrientes (NOs, PO,”, Si(OH)s) de diferentes

especies de microalgas cultivadas en diferentes condiciones de luz y nutrientes.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Especies usadas y aclimatacion

Tres especies de microalgas marinas fueron elegidas para este estudio: El
dinoflagelado Amphidinium carteri (Hulburt) Dinophyceae, la diatomea céntrica
Thalassiosira pseudonana (Hasle y Heimdal) Bacillariophyceae, y la fitoflagelada
Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher Prasinophyceae. Estas especies se obtuvieron de la
coleccion de cultivos del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad
Auténoma de Baja California. El cultivo inicial de cada una de las especies se llevé a cabo
mediante la preparacic’?n de 150 mL de medio /2 de Guillard (1975) en matraces
Erlenmeyer. Previo a la preparacion del medio, el agua de mar se filtr6 a través de 1y 0.65
pm y se irradié con lamparas ultravioleta de 25 W. Al medio de cultivo se le adicion6
Tris-buffer para minimizar el efecto de pH. Estos medios se esterilizaron en autoclave a
121 °C, 15 libras de presién por pulgada cuadrada durante 15 minutos. Después, cada
matraz recibi6 bajo condiciones asépticas vitaminas estériles (tiamina, biotina y Biz)
especificadas en el medio f/2 y un indculo de 5 mL de cada una de las especies. Cada
cultivo inicial se mantuvo en 19 + 1 °C por un tiempo de 7 dias para 4. carteri y T.

suecica y de 3 dias para el caso de I. pseudonana, con iluminacion continua a una



irradiancia fotosintéticamente activa de 150 pmol quanta m? s”, suministrada por
lamparas de luz de dia General Electric de 75 Watt. Esta irradiancia fue una de las cuatro
usadas en los experimentos y cada una de las especies se cultivé bajo esta condicion por
dos semanas para su aclimatacién. La irradiancia se midi6 en la superficie externa de los
matraces Erlenmeyer con un irradidmetro PAR (modelo QLS-100, 4w sensor,

Biospherical Instruments).

4.2 Diseiio experimental-cultivo

Para evaluar el efecto de la irradiancia y del consumo de nutrientes en el crecimiento,
composicion celular y razoén de pigmentos accesorios/clorofila a un disefio factorial de 4
condiciones de luz (50, 150, 300 y 750 umol quanta m? s) y tres concentraciones de
nitrato y fosfato relativas al medio /2: bajo contenido de nutriente con 441.5/18.1, medio
contenido de nutriente con 883/36.3, y alto contenido de nutriente con 1766/72.6 uM de
NaNO; y NaH,PO, respectivamente, fue llevado a cabo estableciendo 12 tratamientos
experimentales. La razén nitrato/fosfato se mantuvo en 24.3. La concentracion de silicatos
usada para el cultivo de Thalassiosira psuedonana, se mantuvo en 107 uM en las distintas
condiciones evaluadas en esta especie.

Los cultivos de cada especie se iniciaron en matraces Erlenmeyer, con un volumen de
200 mL de medio por duplicado para cada tratamiento. El tratamiento del agua de mar, la
adicion de Tris-buffer, la esterilizacion del medio de cultivo y la adicién de vitaminas se
realizé como se indica arriba. Cada matraz recibi6 10 mL de inoculo de cada una de las
especies. El periodo de cultivo en Erlenmeyer para 4. carteri'y 1. suecica fue por 7 dias

mientras que 7. pseudonana se cultivo por 3 dias. La irradiancia de crecimiento para cada
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especie en esta etapa fue 150 pmol quanta m? s?. Cada especie se transfirié a matraces
Fernbach, en los cuales se llevaron a cabo todos los experimentos (2.9 L de medio, n=2
por cada tratamiento). Estos se esterilizaron de la misma manera descrita arriba. Cada
unidad experimental en Fernbach recibié 200 mL de in6culo (obtenido del cultivo en
Erlenmeyer) bajo condiciones asépticas. El cultivo de 4. carteriy T. suecica fue por 7 dias
excepto T. pseudonana la cual se cultivo por 5 dias. Los cultivos se mantuvieron en
temperatura de cuarto de 19 £ 1 °C, salinidad de 33 partes por mil. El pH de los cultivos
se midi¢ diario con un potenciémetro Altex y se ajustd en un intervalo de 7.2-8.5
mediante la adicion discontinua (mafiana-tarde), de diéxido de carbono a razén de 270 mL
por minuto, medido con un flujometro integrado al cilindro de almacenamiento de CO,.
Tanto los cultivos en Erlenmeyer como los cultivos en Fernbach no se le suministraron
aireacion y se agitaran diario de manera manual.

Muestras diarias (n=2) de un mililitro por especie de microalga, de cada condicion
experimental, se cuantificaron en un contador de particulas Beckman Coulter Multisizer 3.
Las tasas de crecimiento promedio (u) para cada especie fueron calculadas durante fase
logaritmica usando la siguiente expresion:

= In(Ny) - In (No) / t1 —to

Donde p es la tasa de crecimiento especifica por dia. Ny es la densidad celular en
tiempo 1 (t1) y N, es la densidad celular en tiempo 0 (to).
4.3. Procedimiento de muestreo y preservado de muestras

Cada tratamiento experimental de cultivo fue muestreado por duplicado para cada una
de las especies y variaciones en el volumen de muestreo fueron debidas a la deﬁsidad

celular de cada especie en diferentes condiciones experimentales y fases de crecimiento.
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El muestreo para composicion celular (proteinas, lipidos y carbohidratos), de clorofila
a, carotenoides fotosintéticos, carotenoides fotoprotectores y nutrientes (NO', PO*s y

Si0%), se realizé durante 7 dias para A. carteri 'y T. suecica'y 5 dias para 1. pseudonana.

4.3.1. Muestreo para composicion proximal celular

El volumen de muestreo para A. carferi vari6 entre 50 y 25 mL durante los tres
primeros y - Gltimos 4 dias de cultivo de cada condicion experimental. Sin embargo, para 7.
suecica muestras de 50 mL fueron filtradas por 7 dias para el tratamiento de 50 pmol
quanta m” s, En 150 pumol quanta m? s el volumen de muestra fue de 50 y 30 mL
durante los 4 primeros y tGltimos 3 dias de cultivo, en cambio el volumen muestreado en la
condicién de 300 y 750 varié de 50, 25 y 20 mL para los tres primeros, cuarto y ultimos 3
dias de cultivo, excepto que en 750 fueron hechos en los dos primeros, tercer-cuarto y
Gltimos 3 dias. En el caso de 7. pseudonana el volumen de muestreo fue de 50 mL para
todas las condiciones experimentales. Todas las muestras se filtraron a través de filtros
Whatman de microfibra de vidrio GF/F de 47 mm de didmetro y 0.7 pm de retencion de
particula, aplicando un vacio de 30 cm de mercurio mediante una bomba operada de forma
manual. Previo al filtrado, los filtros se pesaron e incineraron a 450 °C por 4 horas en una
mufla Thermolyne 1400. El material retenido en los filtros se mantuvieron en el sistema de
filtracion y se lavaron con formato de amonio al 2.25 %, se colocaron en bolsas de papel

aluminio y se preservaron a -20 °C en un ultra-congelador hasta su analisis.



12

4.3.2. Muestreo para pigmentos y nutrientes

Para A. carteri se filtraron 10 mL los tres primeros dias y 5 mL en los ltimos 4 dias
de cultivo de cada condicion experimental. En el experimento de 7. suecica muestras de
10 mL fueron filtradas para las condiciones de 50 y 150 pmol quanta m™ s™, en cambio
para las condiciones de 300 y 750 pmol quanta m? s el volumen de muestreo varid entre
10 y 5§ mL durante los tres primeros y ultimos 4 dias, excepto que en la condicion de 750
el muestreo de 5 mL ocurri6 entre el 3 y 7 dia de cultivo. El volumen de muestreo para 7.
pseudonana permanecié en 10 mL para todos los tratamientos. Los volimenes especificos
de muestreo de los cultivos fueron filtrados aplicando baja presion (15 cm de mercurio) a
través de filtros Whatman de microfibra de vidrio GF/F de 25 mm de diametro y 0.7 pm ‘
de retencion de particula. Individualmente, cada filtro junto con el material retenido se
envolvié en papel aluminio y se preservé en nitrdégeno liquido para ser analizados dentro
de los primeros tres meses después de haber realizado el muestreo.

Las muestras (n=2 por tratamiento) para analisis de nutrientes se obtuvieron del
medio removido de los volimenes filtrados para pigmentos arriba especificados por
especie. De cada muestra (8 mL) se almaceno en frascos de polipropileno y se preservaron

a -20 °C en un ultra-congelador hasta su analisis.
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4.4 Andlisis de la composicion proximal celular
4.4.1. Andlisis de proteinas

Las muestras (n=2 por tratamiento) contenidas en los filtros se colocaron en tubos de
ensayo con tapa. Para la extraccion de proteinas se les agreg6é 5 mL de hidréxido de sodio
1 Ny se colocaron en bafio a temperatura de 100 °C por 10 minutos (Raush, 1981). Los
primeros extractos obtenidos, se trasvasaron a tubos de ensayo limpios. Se hizo una
segunda extraccion como se indicd anteriormente y se recuperd el segundo extracto. Se
enfri6 el volumen total de extracto para después centrifugar a 1500 RPM por 10 minutos.
Alicuotas de 300 uL del extracto de cada condicion experimental fueron removidas y
vertidas en tubos. A las muestras contenidas en los tubos, se le agregd 1.7 mL de agua
desionizada y 3 mL del reactivo de Bradford. Después de 2 minutos y antes de 1 hora se
midi6 la absorbancia de las muestras a 595 nm en cubetas de 1 cm contra un blanco por
reactivos en un espectrofotometro Beckman serie 500. Previo al analisis, la cantidad de
proteinas (mg) se graficd contra la absorbancia correspondiente que resulté de una curva
estandar por triplicado con seroalbumina-bovina usada para determinar la proteina en las

muestras desconocidas (Bradford, 1976).

4.4.2. Andlisis de carbohidratos

Muestras por duplicado de cada condicion experimental fueron colocadas en tubos de
ensayo. A cada muestra se le adicion6 10 mL de acido sulfurico 2N y se taparon. Después
se colocaron en bafio a temperatura de 90 °C por dos horas. Una vez completada la
extraccion se enfrian a temperatura ambiente. Del extracto de cada muestra, se pipetean

200 pL y se incorporan a tubos de ensayo, se les agreg6 1.8 mL de agua desionizada, 1
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mL de fenol al 5%, y 5 mL de 4cido sulfirico concentrado. Se dejo reposar por 30
minutos y después de este tiempo se midi6 la absorbancia de las muestras a 490 nm en un
espectrofotometro Beckman serie 500. Previo al analisis se realizé una curva estandar por
triplicado con D-Glucosa para determinar los carbohidratos en las muestras problema

(Kochert, 1978a).

4.4.3. Andlisis de lipidos

Muestras por duplicado fueron colocadas en tubos de ensayo y para la extraccion de
lipidos se adicioné una mezcla de cloroformo-metanol-agua (1:2:1, v/v/v; 5 mL)) (Blighy
Dyer, 1959). Durante el proceso de extraccion, las muestras contenidas en los tubos se
colocaron en bafio a temperatura de 40 °C por 1 hora. Enfriadas las muestras, se afiadio a
cada una 1 mL de cloruro de potasio 0.1N, se dej6 reposar por 1 hora. Al término de este
tiempo, se formé la fase cloroférmica que contenia los lipidos. Se extrajo esta fase de cada
muestra y se transfirié a un nuevo tubo de ensayo. El solvente que contenia la muestra se
removi6 en una estufa a 40 °C aplicando repetidamente un vacio de 25 libras. Al extracto
contenido en los tubos se les afiadid 3 mL de dicromato de potasio al 2% y 4.5 mL de
agua desionizada. Se colocaron de nuevo en bafio a temperatura de 40 °C por 15 minutos.
Cuando las muestras se enfriaron, se midi6 la absorbancia de cada una a 590 nm en un
espectrofotometro Beckman serie 500. Para determinar el contenido de lipidos en las
muestras, se realizé una curva estandar por triplicado con 4cido estearico (Pande ef al.,

1963).
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4.5. Andlisis de pigmentos

Los filtros de fibra de vidrio que contenian las muestras (n=2 por tratamiento) de
cultivos de microalgas fueron analizados en el laboratorio del Centro de Hidro-Optica y
Sensores Remotos (CHORS, por sus siglas en inglés) en San Diego, California. El
protocolo que se siguié para HPLC es el descrito por Trees ef al. (2000) y consistio en
descongelar y poner los filtros que contenian la muestra en 4 mL en acetona al 100% para
la extraccién de clorofila a y pigmentos accesorios. Después de 24 horas de extraccion en
un congelador a -20 °C, las muestras fueron sonicadas por 10 segundos usando una punta
de microsonda en un ciclo de 60%. Luego fueron extraidos de nuevo por 24 horas. Las
particulas de vidrio generadas por el sonicado, fueron removidas del extracto por
centrifugacion y filtracion usando filtros de 0.2 pm. Se utilizo cantaxantina como estandar
interno para corregir los cambios en volumen durante el proceso de extraccion (la
cantaxantina normalmente no es encontrada en las muestras), dado que la cantaxantina es
un carotenoide que no fludresce, este no afecta el analisis de fluorescencia. Se utilizé el
método estandar fluorométrico de Holm-Hansen ef al. (1965) para calcular la
concentracién de clorofila y feopigmentos en un alicuota de 100 p del extracto
pigmentario. Estas concentraciones también se corrigieron por cambios en el volumen de
extraccion usando el estandar interno cantaxantina.

Las clorofilas y carotenoides fueron separados mediante HPLC (Wright et al., 1996)
con una columna ODS-2 C18, utilizando un sistema de gradiente con tres solventes con
un flujo de 1 mL min™. La separacion de los pigmentos requirié 25 minutos, siendo los
picos de los pigmentos detectados mediante un detector de absorcion (ThermoQuest

UV6000 scanning diode array detector), de 190 a 800 nm, con una resolucion de 1 nm.
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Ademas, un detector de fluorescencia TermoQuest FL 3000 fue utilizado para detectar y
cuantificar varios productos de degradacion de clorofila, que ocurren a muy bajas
concentraciones. Se utilizoé el protocolo de la NASA para el analisis de HPLC (Trees et

al., 2000).

4.6. Anailisis de nutrientes (NOy , PO/, Si(OH),)
4.6.1. Andlisis de nitrato

En todas las muestras del cultivo de las diferentes especies, la concentracion de
nitrato, fosfato y silicato excedieron los limites de deteccion de los métodos de analisis de
agua de mar (Parson ef al., 1985). Entonces, muestras (n=2) de cada condicion
experimental se diluyeron en agua de mar sintética en una proporcién que permitiera
cuantificar su concentracion. Para el andlisis de nitrato las muestras se ajustaron en el
intervalo de 0.8-20 pM. Muestras de 25 mL previamente diluidas, se les agregd 0.5 mL de
una solucion concentrada de cloruro de amonio. De cada muestra se vertieron 5 mL en la
columna de reduccion que contenia limaduras de cadmio recubiertas con cobre y se
eliminaron, se agregaron otros 5 mL los cuales se usaron para lavar cada tubo de ensayo
donde se colect6 la muestra. Se afiadieron los 15 mL restantes a la columna, se colectaron
10 mL en un tubo de ensayo y se drend el resto de la solucion antes de afiadir los 5 mL de
la siguiente réplica. El nitrato de cada muestra se redujo cuantitativamente a nitrito. A esta
muestra se le agregd 200 pL de la solucién de sulfanilamida, se agitd y se esperd que la
reaccion ocurriera por un periodo de 2 a 8 minutos pero que no excediera de 8. Luego se
afiadio 200 pL de la solucién de naftiletilendiamina y se mezcl6 inmediatamente. Después

de diez minutos y antes de dos horas, se midi6 la absorbancia de las muestras en cubetas
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de 1 cm a una longitud de onda de 543 nm haciendo correcciones por blanco. La
concentracion de cada muestra se determiné en base a una curva estandar hecha por

triplicado con nitrato de potasio (Parson ef al., 1985).

4.6.2. Andlisis de fosfato

El analisis se realizé por duplicado en cada condicion experimental. Previo al anélisis,
las muestras se diluyeron en agua de mar sintética en una proporcion que permitiera
cuantificar su concentracion (0.3-5.1 pM). De las muestras diluidas se tomaron 25 mL, se
afiadi6 a cada una 2.5 mL de una mezcla de 4cido molibdico, acido ascorbico y tartrato de
antimonio y potasio. El complejo resultante fue reducido para dar una soluciéon de color
azul. Después de 5 minutos, y preferentemente dentro de las primeras 2-3 horas se midi6
la absorbancia de las muestras en cubetas de 1 cm a una longitud de onda de 885 nm
haciendo correcciones por blanco. Para determinar la concentracion de cada muestra, se
realizd una curva estandar por triplicado con fosfato monobasico de potasio anhidro

(Parson ef al., 1985).

4.6.3. Andilisis de silicato

Las muestras (n=2) de cada condicién experimental se diluyeron en agua de mar
sintética para ajustar su concentracion en el intervalo de 0.5 a 107 uM de silicato. De las
muestras diluidas se tomaron 5 mL. Se le afiadi6 a cada muestra 2.5 mL de molibdato mas
3.75 mL de reactivo reductor que consistié en mezclar 100 mL de metol sulfito con 60 mL
de 4cido oxalico y 60 mL de una solucion de 4cido sulfirico preparada al 50 %. La mezcla

del reactivo reductor se prepard para usarlo inmediatamente en el anélisis. Las muestras se
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dejaron en reposo por espacio de 2-3 horas (aunque la reaccién generalmente se completa
en 1 hora, excepto cuando hay altas concentraciones de silicatos, las soluciones deben de
medirse dentro de 6 horas). Después de este tiempo, se midid la absorbancia de las
muestras en cubetas de 1 cm a una longitud de onda de 810 nm haciendo correcciones por
blanco. Para determinar la concentracion de cada muestra se realizé una curva estandar

por triplicado con silicofluoruro de sodio (Parson ef al., 1985).

4.7. Andlisis estadistico de datos

Un analisis de varianza de dos vias fue usado para determinar el efecto individual y
combinado de diferentes concentraciones de nutrientes y distintas condiciones de luz en
las variables dependientes de densidad celular y razén de pigmentos para las distintas
especies estudiadas. Para determinar diferencias estadisticamente significativas de las
variables independientes (P<0.05) se realiz6 un procedimiento de comparaciones multiples
(prueba de Tukey). Asimismo, se utilizd un anova de tres vias para conocer diferencias
significativas en las variables dependientes proteinas, lipidos y carbohidratos para las
distintas condiciones de nutrientes, luz y tiempo de cultivo. Para aquellas valores que
fueron significativamente afectados por variables independientes (P<0.05), se llev6 a cabo

una prueba de comparaciones multiples (Tukey).
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1: Crecimiento, consumo de nutrientes, composicion proximal y
razén de pigmentos accesorios/clorofila a en Amphidinium carteri (Hulburt, 1957)

(Dinophyceae) cultivada bajo diferentes condiciones de luz y nutrientes.

5.1.1. Cultivo de A. carteri

En los cultivos con baja concentracion de nutrientes, la densidad celular de A. carferi
no presentd cambios significativos durante los primeros dos dias (Fig. 1a), aunque durante
este mismo periodo, en todas las condiciones evaluadas, A. carteri siempre mostr6 lento
crecimiento en irradiancias de 750 pmol quanta m? 5™ (Fig. 1a, by c). En las condiciones
de mas baja irradiancia (50 y 150 pmol quanta m™ s™), la fase de crecimiento exponencial
ocurrié durante los primeros cinco dias con tasa de crecimiento especifica entre 0.5 y 0.6,
mientras que en altas irradiancias (300 y 750 pmol quanta m? s7) el crecimiento se
observé entre el tercer y cuarto dia de cultivo, donde la tasa de crecimiento especifica
vari6 de 0.6 a 1.3.

La densidad celular se increment6 con un aumento en la irradiancia, pero no respecto a
la concentracion de nutrientes. Una mayor respuesta en la densidad celular de 4. carteri
fue observada en 300 pmol quanta m™” s (Fig. 1a, b y c). Aunque diferencias en la
densidad celular fueron observadas, estas no fueron estadisticamente significativas entre
las diferentes condiciones de nutrientes (P>0.05) e irradiancias (P>0.05) y el efecto de
diferentes condiciones de nutrientes no dependi6 de la condicion de la luz. Por
consiguiente, no hubo una interaccion estadisticamente significativa entre nutrientes e

irradiancia (P>0.05). En el cuarto y quinto dia de cultivo, la fase de lento crecimiento se



20

observé v la tasa de crecimiento especifica disminuy6 en todos los tratamientos, indicando

el inicio de la fase estacionaria del ciclo de crecimiento de 4. carteri.
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Figura 1. Cambios en densidad celular de Amphidinium carteri en cultivos estaticos con

diferentes irradiancias y tres concentraciones de nutrientes: a) 441.5/18.1; b) 883/36.3; c)

1766/72.6 uM de NaNO3/NaH,PO,. La barra vertical indica el error estandar (n=2).
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5.1.2. Consumo de nutrientes (NOy , PO,”)

Para los cultivos mantenidos en las cuatro irradiancias y baja condicion de nutrientes,
el consumo de nitrato y fosfato no fue afectado por la intensidad de luz. Aunque ambos
nutrientes disminuyeron durante el crecimiento exponencial, solo variaciones menores en
la tasa de consumo de nitrato y fosfato fueron observadas (Fig. 2a; 3a). Estas variaciones
fluctuaron de 432 a 433 y de 12.6 a 16.9 uM de nitrato y fosfato respectivamente, las
cuales representaron cambios del 97.8-98% y 70-93% respectivamente de la
concentracion inicial, indicando que en el quinto dia tanto el nitrato como el fosfato se
encuentran en concentraciones limitante para el crecimiento de 4. carteri.

Para la condicion media de nutrientes (Fig. 2b; 3b) el consumo fue dos veces més alto
que en la condicién baja de nutrientes, aunque la densidad celular no se incrementd
cuando esta condicion de nutrientes fue mayor. Sin embargo, durante los primeros cinco
dias en la irradiancia de 300 umol quanta m™ s, el consumo promedio de nitrato y fosfato
fue 817 (92%) y 32 (90%) pM respectivamente. Durante este mismo periodo de tiempo,
el consumo promedio en irradiancias de 150 y 750 pmol quanta m™ s mostré poca
variacion (800 y 28; 766 y 27 puM de nitrato y fosfato respectivamente) y coincidié con las
densidades celulares en ambos tratamientos (Fig. 1b). Cuando A. carferi se cultivd en 50
umol quanta m™ s se redujo la cantidad de nitrato y fosfato (593 y 22 uM) consumido
por el crecimiento celular.

Bajo condiciones altas de nutrientes e irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s, el
consumo de nutrientes durante los primeros cinco dias fue similar (613-676 uM de nitrato
y 41-40 pM de fosfato). Sin embargo, este consumo de nutrientes fue menor que aquellos

cultivos donde se usé el doble de concentracion de nutrientes. En 300 pmol quanta m™s™,
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el consumo de nutrientes fue mayor (800 y 42 uM de nitrato y fosfato respectivamente)
que en irradiancia de 750 pmol quanta m™ s donde solo 576 y 25 uM de nitrato y fosfato
fueron removidos del medio (Fig. 2c; 3¢).

Para el sexto y séptimo dia de cultivo, tomado en cuenta las primeras dos condiciones
de nutrientes (441.5/18.1; 883/36.3 uM de NaNOs/NaH,PO,) en todas las condiciones de
luz evaluadas, el nutriente comenzé a ser limitante cuando se compara con la condicion
mayor de nutrientes (1766.72.6 pM de NaNOs/NaH,PO;), donde no hubo efecto de
limitacién de nutrientes para el crecimiento de A. carteri (Fig. 2 y 3). El andlisis estadistico
indicé que no hubo efecto interactivo entre las condiciones de luz y nutrientes (P>0.05) y

se observé que solo la luz modificé la tasa de crecimiento de A. carteri.
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5.1.3. Composicion proximal celular

5.1.3.1. Proteinas

Las proteinas fueron el componente mas abundante en las células de Amphidinium
carteri en todas las condiciones evaluadas, independientemente del nivel de irradiancia o
concentracion de nutrientes (Fig. 4). Durante el tiempo de cultivo, la concentracion de
proteinas en bajas irradiancias (50 y 150 pmol quanta m? s™) siempre fue mayor que en
altas irradiancias (300 y 750 pmol quanta m? s™). Al comparar el contenido de proteinas
en las distintas condiciones de nutrientes no se encontraron diferencias significativas entre
la condicién baja y media de nutrientes (P>0.05). Sin embargo, diferencias significativas
fueron encontradas entre alto contenido de nutriente contra las condiciones medio y bajo
nutriente (P<0.001). En el primer dia de cultivo, el contenido promedio de proteinas fue
significativamente afectado (P<0.001) por la interaccién entre nutrientes y luz entre los
tratamientos. Se observo también, la mayor concentracion de estas macromoléculas en las
condiciones de 50 y 150 pmol quanta m™ s™, con valores iniciales promedio de 239.4+1.8
pg cél” para bajo nutriente (Fig. 4a). En la condicién de medio nutriente para 50 y 150
pmol quanta m? s el promedio inicial fue 357423.9 y 284:+0.13 pg cél” respectivamente
(Fig. 4b), estos valores son mayores que aquellos de bajo nutriente pero menores respecto
a la condicién de alto nutriente, donde el promedio inicial de proteina en 50 y 150 pmol
quanta m? s™ fueron 390+22.5 y 33847.2 pg cél" respectivamente (Fig. 4c). Durante la
fase logaritmica, las proteinas empezaron a disminuir con el tiempo de cultivo y solo en los
dias tres y cuatro se mostré un efecto significativo (P<0.05) entre nutrientes y luz.

Después del cuarto dia, se observd poca variacion en el contenido de proteinas con
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respecto al tiempo del cultivo, y no hubo un efecto significativo (P>0.05) entre los
factores en los diferentes tratamientos. Al final del periodo de cultivo los valores promedio

de proteinas en A. carteri fueron similares, aunque el efecto de la luz fue evidente en el

contenido de proteinas.
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Figura 4. Contenido promedio de proteinas en Amphidinium carteri cultivada en 2.9 L
bajo diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNOs/NaH;POy: a) bajo nutriente

441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y c) alto nutriente 1766/72.6 uM. La barra
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5.1.3.2. Carbohidratos

El efecto de la interaccion de nutrientes y la luz en el contenido de carbohidratos de A.
carteri, depende del dia de cultivo en los diferentes tratamientos. En la condicién de bajo
nutriente (Fig. 5a), los carbohidratos aumentaron respecto al tiempo de cultivo. Los
valores promedio iniciales en esta condicion de nutriente fueron similares (5.6:+0.37,
7.6£1.20 y 7.3+0.33 pg cél’ respectivamente) en irradiancias de 50, 300 y 750 pmol
quanta m? s, excepto la condicion de 150 pmol quanta m? s cuyo valor promedio
inicial (10.940.35 pg cél’) es mayor que las condiciones antes mencionadas. Las
concentraciones finales de este constituyente celular fueron similares y no significativos
(P>0.05) para las irradiancias de 150, 300 y 750 pmol quanta m” s* (25.6144.01,
25.09+1.21, 26.6743.05 pg cél™! respectivamente) y valores menores (18.9242.1 pg cél™),
fueron observados en 50 pmol quanta m” ™.

También, en la condicion media de nutrientes, estas macromoléculas presentaron
valores promedio iniciales similares (12.01+1.82, 13.4740.20, 11.5640.66 pg cél™) y no
significativa (P>0.05) en irradiancias de 50, 300 y 750 pmol quanta m™ s, Asimismo, en
los siguientes cinco dias del cultivo, se observo poca variacion entre estos tratamientos.
En cambio, la condicién de 150 pmol quanta m? s™ presenté un valor promedio inicial
(25.2043.70 pg cél") mayor y significativo (P<0.05) respecto a las condiciones arriba
descritas y mayor variacion durante el tiempo de cultivo (Fig. 5b). Al final del periodo de
cultivo (dia 6 y 7) los valores promedio de carbohidratos, en todas las condiciones de luz
se incrementaron (Fig. 5b), y no mostraron diferencias significativas (P>0.05) entre las

distintas irradiancias.
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A diferencia de los resultados antes descritos, los valores iniciales promedio en la
condicion de alto nutriente difieren significativamente unos de otros. Asi, el promedio de
carbohidratos (27.66+2.19 pg cél™) que corresponde a 150 pmol quanta m™ s, difiere
significativamente (P>0.05) de las condiciones 50, 300 y 750 pmol quanta m™” s™, cuyos
valores promedio son: 21.40+1.50, 16.47+1.78 y 11.34+0 pg cél”' respectivamente (Fig.
5¢). Estos valores iniciales disminuyen conforme transcurre el tiempo de cultivo, aunque
se observd que la cantidad de carbohidratos en las condiciones de baja irradiancia siempre
fueron mayores que aquellos de alta irradiancia. Sin embargo, al final del cultivo los
valores promedio entre las distintas condiciones de luz fueron similares (entre 10.38+0.62
y 11.8840.18 pg cél") y no significativos (P>0.05) entre las distintas irradiancias (Fig.

5¢).
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Figura 5. Contenido promedio de carbohidratos en Amphidinium carteri cultivada en 2.9
L bajo diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNO3/NaH,POy: a) bajo nutriente

441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y c) alto nutriente 1766/72.6 pM. La barra

vertical indica el error estandar (n=2).



30

5.1.3.3. Lipidos

En términos generales, el contenido de lipidos de A. carteri disminuyen con respecto al
tiempo del cultivo (Fig. 6). Sin embargo, en los primeros tres dias del cultivo el contenido
de este constituyente celular es mayor y significativo (P<0.05) en irradiancias de 150 y
750 pmol quanta m™ s™' para las condiciones bajo y media de nutriente (Fig. 6a, b). En el
primer dia de cultivo para las condiciones de bajo (59.42+1.50 pg cél”) y medio nutriente
(63.07+0.27 pg cél™), no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en los valores
promedio de lipidos dentro del nivel de 50 y 300 pmol quanta m” s™ (Fig. 6a, b). En
cambio, al comparar la condicién de alto nutriente (102.8744.91 pg cél™) contra bajo
(59.4241.50 pg cél™) y medio nutriente (63.07+0.27 pg cél™) en 50 pmol quanta m™ 5™ se
observaron diferencias significativas (P<0.05). Asi mismo, diferencias significativas
(P<0.05) fueron encontradas al comparar la condicion media de nutriente (113.3041.59 pg
cél'") contra bajo (86.18+0.31) y alto nutriente (77.94+1.95 pg cél™) dentro de 150 pmol
quanta m™ s para el mismo primer dia de cultivo. En los diferentes niveles de nutrientes

-1

evaluados dentro del nivel 750 pmol quanta m™ s no hubo diferencias significativas

(P=0.05).

Al cuarto dia de cultivo, la comparacién por factor nutriente no mostré diferencias
significativas (P>0.05) en el contenido de lipidos entre los tratamientos bajo y medio de
nutrientes, determinandose solo diferencias significativas (P<0.05) entre experimentos
bajo vs. alto y medio vs. alto nutriente. La comparacién por factor luz indica que los
valores promedio de lipidos en la condicion de 150 pmol quanta m® s difieren
significativamente (P<0.05) de las condiciones de 300 y 750 pmol quanta m? s”. En los

tres dias restantes del cultivo, cambios no significativos en el nivel de lipidos fueron
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encontrados en las distintas condiciones de luz y nutrientes, obteniéndose concentraciones
finales minimas de 19.15+0.038 pg cél” para la condicion alta de nutriente y 750 pmol
quanta m> s (Fig. 6¢) y méaximas de 32.56+1.24 pg cél”’ para la condicion baja de

nutriente y 300 pmol quanta m™ s™ (Fig. 6a).
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Figura 6. Contenido promedio de lipidos en Amphidinium carteri cultivada en 2.9 L bajo
diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNOs/NaH,PO,: a) bajo nutriente

441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y c) alto nutriente 1766/72.6 pM. La barra

vertical indica el error estandar (n=2).
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5.1.4. Pigmentos

Los pigmentos medidos en A. carteri fueron clorofila a, el carotenoide fotosintético
peridinina, y carotenoides fotoprotectores tales como diadinoxantina, dinoxantina y
diatoxantina. La razén peridinina/clorofila a no fue significativamente afectada por las
diferentes condiciones de nutrientes (P>0.05), pero si fue afectada por las distintas
condiciones de luz (P<0.05), y hubo una interaccion significativa (P<0.05) entre nutrientes
e irradiancias. Cuando 4. carteri estuvo creciendo en las cuatro irradiancias y baja
condicion de nutrientes, su razén promedio de peridinina/clorofila a fue mayor en
irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s™', mientras que en irradiancias de 300 y 750 la
razoén disminuy6 (Fig. 7a; Tabla I). Asimismo, poca variacion se encontro en la razon
peridinina/ clorofila a en las cuatro irradiancias con respecto al tiempo de cultivo, pero
diferencias significativas (P>0.05) fueron encontradas entre las razones en las diferentes
irradiancias excepto entre las condiciones de 50 y 150 pmol quanta m? s, Por otro lado,
la razén de diadinoxantina, dinoxantina, y diatoxantina respecto a la clorofila a siempre
fieron mayores en altas irradiancias que en bajas irradiancias (Fig. 7b, ¢, y d), y el
incremento mas notable en diadinoxantina respecto a la clorofila a se encontré para

] e
siendo su valor 1.5 veces mayor con

irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m™ s
respecto a las bajas irradiancias.

Cuando A. carteri se cultivo en la condicién media de nutrientes, la razon promedio de
peridinina/ clorofila @ en 50 y 150 pmol quanta m™ s™ fue similar que aquellas obtenidas
en la baja condicion de nutrientes (Tabla I). Para irradiancias de 750 pmol quanta m? 5!

esta razon fue 0.26 durante los primeros tres dias de cultivo y entonces se incrementé a

0.30 (Fig. 8a). En irradiancias de 300 pmol quanta m” s la razén promedio de
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peridinina/clorofila a fue 0.36 y mostré baja variacién con respecto al tiempo de cultivo
(Fig. 8a). La razon promedio de pigmentos fotoprotectores respecto a la clorofila a se
incrementd con un incremento en la irradiancia (Fig. 8b, ¢, y d). En irradiancias de 300 y
750 pmol quanta m™ s la razén diadinoxantina/clorofila @ fue mayor, comparada con
irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s (Tabla I). En el caso de las razones de
dinoxantina y diatoxantina respecto a la clorofila a sus valores promedios fueron menores
que la razon diadinoxantina/clorofila @ pero difieren entre irradiancias (Fig. 8¢, d; Tabla D).

En cultivos con alta concentracion de nitrato y fosfato e irradiancias de 50 y 150 pmol
quanta m™ 5™ las razones promedios de peridinina/clorofila a fueron iguales (Fig. 9a; Tabla
I) y las irradiancias no tuvieron un efecto significativo (P>0.05). Sin embargo, en 300 y
750 pmol quanta m? s los valores promedios de las razones de peridinina respecto a la
clorofila a fueron diferentes (Tabla I) y significativamente (P<0.05) afectados por las
irradiancias. Ademas, se observd que las razones en bajas irradiancias tuvieron poca
variaciobn con respecto al tiempo de cultivo (Fig. 9a). Sin embargo, la razén
peridinina/clorofila a, en 750 pmol quanta m? s cambio con el tiempo de 0.23 a 0.33 al
final del cultivo (Fig. 9a). La variacién de la razon diadinoxantina/clorofila a en 300 y 750
pmol quanta m™? s™ durante el tiempo de cultivo fue de 0.33 a 0.40 y de 0.34 a 0.50
respectivamente (Fig. 9b), con valores promedios de 0.35 y 0.39 para ambos casos (Tabla
I). La razon de los otros pigmentos como dinoxantina y diatoxantina respecto a la clorofila
a no mostraron incremento con el tiempo de cultivo, pero mostraron diferencias entre
irradiancias (Fig. 9c, d). Por consiguiente, estos resultados indican que la razoén de
pigmentos accesorios/clorofila a de A. carteri cambiaron por efecto de irradiancia y no

por la condicion de nutrientes.




Tabla 1. Razén promedio de pigmentos accesorios/clorofila a de Amphidinium carteri

cultivado en diferentes condiciones de luz y nutrientes.

Nutriente Condiciones de luz
NaNQ;/NaH,;PO4 Pigmentos especificos (pmol quanta m?s™)

(uM) 50 150 300 750
Peridinina 039 039 037 0.29
Bajo Diadinoxantina 0.18 022 033 0.31
441.5/18.1 Dinoxantina 0.02 0.03 0.05 0.09
Diatoxantina 0.01 0.01 0.04 0.14
Peridinina 040 039 036 0.26
Medio Diadinoxantina 0.19 023 0.32 0.35
883/36.3 Dinoxantina 0.27 0.32 0.46 0.81
Diatoxantina 0.01 0.01 0.03 0.16
Peridinina 0.39 0.39 0.37 0.27
Alto Diadinoxantina 0.18 0.22 0.35 0.39
1766/72.6 Dinoxantina 0.03 0.03 0.05 0.11
Diatoxantina 0.01 0.01 0.04 0.12
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cultivos estaticos en diferentes irradiancias y 883/36.3 pM de NaNO;/NaH,PO,. La barra

vertical indica el error estandar (n=2).



37

umol quanta m?s’

—o— 50
—o— 150
0.6 1 —— 300 a) 0.6 b)
~—f— T30 3
S 05 =05
=) e
S 04 W < 04
o 0
= =
E H\/\ﬁ/é/g g 03
g =]
;-g 0.2 1 5 02 M
' =
A 01 ® 01
A
00— 0.0
0.6 0.6
©) d)
S 05 a 05
5 04 g 04
G) o
g 03] s 03
A =
g 021 g 02
: | I R S .
A 01 D“‘/E\J/”\a\ﬂ A Ol
T o ﬁ =5 0.0 m
0123456 7 8 0123 45¢6 78
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 9. Raz6n promedio de pigmentos accesorios/clorofila a de Amphidinium carteri, en
cultivos estaticos en diferentes irradiancias y 1766/72.6 yM de NaNOs/NaH;PO,. La barra

vertical indica el error estandar (n=2).
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5.1.5. Discusién
5.1.5.1. Cultivo de A. carteri

La densidad celular de A. careteri puede variar en respuesta a interacciones entre
irradiancias y concentraciéon de nutrientes. Los resultados de este estudio indican que la
produccion celular fue afectada principalmente por la irradiancia (Fig.1), y cuando la
irradiancia se increment6 el crecimiento de A. carferi fue diferente independientemente de
la condicién de nutrientes, y una mejor repuesta en el crecimiento fue observado en
irradiancia de 300 pmol quanta m” s (Fig. 1). Sin embargo, las células que estuvieron
creciendo bajo la mayor irradiancia (750 pmol quanta m™ s") siempre mostraron baja
densidad celular al principio del cultivo en todas las condiciones evaluadas, lo cual indica
que células de A. carteri durante los primeros dos dias del cultivo experimentaron foto
aclimatacién al exceso de irradiancia por célula, incrementando después su densidad
celular. Asimismo, la tasa de crecimiento especifica en la fase exponencial fue mayor en
altas irradiancias (0.6 hasta 1.3) que en bajas irradiancias (0.5 y 0.6). Estos resultados
estan de acuerdo con valores determinados por Sosik y Chisholm (1989) en cultivos de
esta especie. Garcia y Purdie (1992) midieron una tasa de crecimiento maxima de 0.37
divisiones por dia para Gyrodinium cf. aureolum en cultivos creciendo en niveles de luz de
235-380 pmol m? s”', mientras que Kim ef al. (2004) encontraron que el optimo de
irradiancia para el crecimiento de Cochlodinium polykrikoides fue mayor que 90 pmol m’
s y no ocurrié fotoinhibicion en 230 pmol m? s”. Los datos del presente trabajo indican
que A. carteri tiene un alto grado de tolerancia a alta irradiancia en comparacion con otros
dinoflagelados como Gyrodinium cf. aureolum el cual en ~500 pmol m? s” present una

severa inhibicion de la fotosintesis (Garcia y Purdie, 1992).
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5.1.5.2. Consumo de nutrientes (NO5 , PO;")

El consumo de nitrato y fosfato por 4. carteri fue modificado por la irradiancia en las
diferentes condiciones de nutrientes. Durante los primeros cuatro dias, la densidad celular
en la condicién de bajo nutriente esta inversamente relacionada a la concentracion de
nutrientes en el medio y fue afectada por la disponibilidad de nutrientes en el medio de
cultivo, parcialmente por nitrato, indicando limitacion y deficiencia de este nutriente es
especialmente observado al final del periodo de cultivo (Fig. 2a; 3a), lo cual también
conduce a una disminucién en la sintesis de proteina (Bucciarelli y Sunda, 2003). El
consumo de fosfato en altas irradiancias fue mayor que en bajas irradiancias (Fig. 3a), lo
cual sugiere que requerimientos en ATP y NADPH fueron altos para la fijacion de di6xido
de carbono (Juneau y Harrison, 2005) aunque esto no fue probado en el presente estudio
puede ser considerado como una explicacion debido a que la asimilacion de nitrato
también requiere ATP (Clark y Flynn, 2002). Un mayor consumo de nitrato y fosfato fue
encontrado en la condicion alta de nutrientes comparado con aquella condicion de bajo
nutriente. Asimismo, tanto en la condicién baja como en la condicion media de nutrientes
se observé limitacion de nitrato y fosfato para el quinto y sexto dia de cultivo (Fig. 2b, c;
3b, c). En estos dos casos, en irradiancias de 50 y 150 umol quanta m™> s™ el consumo de
nutrientes mostré una marcada similitud entre estas dos condiciones de luz. Una tendencia
de mas bajo consumo de nitrato y fosfato fue observada en 750 pmol quanta m? s en
todos los tratamientos con la excepcion de la condicién de bajo nutrientes. Nalewajko y
Lee (1983) sugieren que el consumo de fosfato es controlado por la luz cuando el
fitoplancton esta limitado por esta variable ambiental o por deficiencia de fosforo. Sin

embargo, cuando la luz no es limitante las concentraciones de fosforo son altas y el efecto
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de la luz es menor. Los resultados de este trabajo también son consistentes con las
observaciones hechas por Clark (2001) y Clark y Flynn (2002) quienes cuantificaron la
utilizacién de nitrogeno inorganico disuelto y asimilacion de nitrato y encontraron que
entre el quinto y sexto dia el nitrato es agotado en el cultivo. Needoba y Harrison (2004)
también observaron que el consumo de nitrato fue modificado por la luz y altos
reservorios de nitrato fueron detectados en el periodo de oscuridad. Por otro lado, el
incremento en el consumo de nutrientes en la condicion de 300 pmol quanta m? s de
irradiancia puede ser una consecuencia de los cambios en el nimero de células debido a
que la mayor tasa de crecimiento resulté en una rapida asimilacion, lo cual indica que la
razon fotosintética no fue reducida y valores de irradiancia para saturacion de la

fotosintesis estan entre 300 y 500 pmol quanta m™ s (Kirk, 1994).

5.1.5.3. Composicion proximal celular

La concentracion celular de proteinas, lipidos y carbohidratos en A. carteri no solo fue
afectada por cambios en la concentracién de nutrientes y diferentes niveles de irradiancia,
sino también, el tiempo de cultivo produjo cambios importantes en su composicion celular,
Aunque se observaron diferencias en los valores promedio de estos constituyentes
bioquimicos entre los distintos niveles de nutrientes y luz, las proteinas siempre fueron el
constituyente organico mayor, seguido por lipidos y luego por carbohidratos. También se
observé que el contenido de proteinas y lipidos registraron una disminucién importante en
los primeros tres dias de cultivo en todas condiciones de nutrientes y luz evaluadas (Fig. 4
y 6). En cambio los carbohidratos (Fig. 5) mostraron mayor variaciéon y menor contenido

por célula que proteinas y lipidos. La correlacion existente entre proteinas y lipidos se
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debe probablemente a que las membranas celulares en el fitoplancton estan constituidas de
una doble capa de lipidos, lugar donde se encuentran embebidas diferentes proteinas. En
cambio los carbohidratos, estan restringidos a la superficie exterior de la célula (Campbell,
1996). Por esta razon, diferentes ambientes en luz y nutrientes interactian modificando los
componentes bioquimicos de 4. carteri en cultivo.

Varios autores han demostrado que la concentracion de proteinas en fase exponencial
aumenta, mientras que, la concentracién de lipidos y carbohidratos disminuye (Harrison,
1990; Brown ef al., 1993; Brown ef al., 1996; Lourenco ef al., 2002). Los resultados de
este estudio indican lo contrario en cuanto a proteinas y lipidos se refiere, pero los
carbohidratos aumentan en la condicion de bajo y medio nutriente. En estos dos
tratamientos experimentales, el nitrato (Fig. 2a, b) es limitante al quinto y sexto dia de
cultivo, lo cual explica el aumento de carbohidratos. Sin embargo, es importante sefialar
que diferencias significativas (P<0.05) fueron encontradas en las distintas condiciones de
luz evaluadas, lo cual también confirma que no solo el factor nutriente esta modificando la
composicién bioquimica celular, sino también la interaccion luz, nutrientes y tiempo de
cultivo modifican la calidad celular. En consecuencia, distintas concentraciones de
constituyentes bioquimicos de 4. carteri, no pueden ser directamente comparables con
aquellos trabajos donde se estudia el efecto individual de algin factor en particular, como
nutrientes (Harrison, 1990), fotoaclimatacién (Quigg ef al., 2003), temperatura, edad del
cultivo o tiempo de cosecha y recuperacién (Brown, 1996), debido a que la interaccion
entre varios factores modifica la fisiologia celular de manera diferente. Por tanto, si se
correlaciona el efecto de un solo factor sobre la tasa de crecimiento y composicion celular,

probablemente existen otros que la estén modificando sin que hayan sido tomados en
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cuenta. Los hallazgos aqui presentados, concuerdan con estudios realizados por
Thompson (1999) quién evalué la interaccion de la duracién del dia, irradiancia, y
temperatura en la razon clorofila a:cuota celular de carbono. Encontré que la respuesta
bioquimica de Thallassiosira pseudonana es mas compleja que cuando se estudian
variables ambientales individuales. Asimismo, Ralph e al. (2005) también sefiala que la
interaccion de condiciones ambientales como gradientes en temperatura, salinidad, luz y
nutrientes modifican la composicién quimica y taxonémica de las comunidades
microalgales del Artico. En conclusion, los resultados de este estudio, indican una
modificacién diferente en los constituyentes bioquimicos de A. carferi a lo cominmente

reportado.

5.1.5.4. Pigmentos

Para los distintos tratamientos evaluados en el cultivo de A carteri, la irradiancia tuvo
efectos significativos en las razones de pigmentos accesorios/clorofila a, pero no fueron
significativamente afectadas por la condicién de nutrientes (Fig. 7, 8, y 9). La razén
peridinina/clorofila a fue mayor en irradiancias de 50 y 150 que en 300 y 750 umol quanta
m? s™. Lo contrario ocurri6 con las razones de diadinoxantina , dinoxantina y diatoxantina
respecto a la clorofila a, las cuales fueron mayores en 300 y 750 pmol quanta m? s
donde diadinoxantina estuvo presente en mayor cantidad que dinoxantina y diatoxantina,
encontrandose esta ultima en concentraciones traza. Considerando la funcion
fotoprotectiva de estos pigmentos, sus concentraciones podrian esperarse que co-variaran

con la clorofila a y las irradiancias como se muestra en este trabajo.



43

El hecho de que exista una considerable concentracion de pigmentos fotosintéticos en
células de A. carteri sugiere que pigmentos de esta clase co-varian con la clorofila a bajo
condiciones de limitacién de luz, cuyo rol es colectar luz en la region de 458-473 nm
(Jefrey y Vesk, 1997) y transferir la energia absorbida a los centros de reaccion para llevar
a cabo el proceso de fotosintesis (Kirk, 1994). Esta observaciones estan de acuerdo con
estudios hechos por Schliiter et al. (2000) quienes cultivaron dos especies de
dinoflagelados y encontraron mayor concentracion en baja condicion de luz. Asimismo, la
razén peridinina/clorofila a disminuy6é con un incremento en la irradiancia debido a la
reducciéon en el contenido celular de pigmentos accesorios y clorofila a. Estudios de
campo también han confirmado que mayores concentraciones de pigmentos accesorios
fotosintéticos son el resultado de la adaptacion de células de fitoplancton a baja irradiancia
y cuando el fitoplancton es expuesto a altas irradiancias por periodos largos de tiempo
esto puede contribuir a ;)roducir pigmentos con la finalidad de proteger los centros de
reaccion contra dafio y foto-oxidacién (Trees et al., 2000). Goericke y Montoya (1998)
sefialan que cambios en la concentracion de pigmentos son producto de la irradiancia y
tasa de crecimiento del fitoplancton. Los resultados de este trabajo indicaron que solo la
irradiancia modificé la razéon de pigmentos de A. carferi y no se encontraron efectos
debido a la tasa de crecimiento. Sin embargo, los cambios en la tasa de crecimiento en
altas irradiancias especificamente en 300 pmol quanta m™ 5™ mejoraron la densidad celular
de los cultivos y redujo las razones tanto los pigmentos accesorios fotosintéticos como
fotoprotectores respecto a la clorofila a. Esto podria explicar los cambios encontrados con
el incremento en la intensidad de luz, lo cual no fue reflejado por la concentraciéon de

nutrientes, indicando que no existe efecto interactivo en las condiciones evaluadas y los
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cambios en la reduccion de pigmentos accesorios fotosintéticos causa el incremento de la
productividad algal (Nakajima y Itayama, 2003). Del mismo modo, Kirk (1994) sefiala que
dentro del fitoplancton los dinoflagelados tienen altas tasas de respiracion, y por
consiguiente altos puntos de compensacion de luz, que las diatomeas y esto puede ser
debido a la energia requerida para sostener la movilidad en la formacion de grupos lo cual
apoya lo arriba mencionado.

Por otro lado, la razén de pigmentos accesorios/clorofila a mostraron una notable
similitud entre baja (Fig. 7), media (Fig.8), y alta (Fig. 9) concentracion de nutrientes
usadas para el cultivo de 4. carteri. Estos resultados implican que el efecto de nutrientes
sobre la razon de pigmentos no fue significativo debido a que limitacion del crecimiento
por la disponibilidad de nutrientes solo fue observada al final del periodo del cultivo, en
particular para las condiciones baja y media de nutrientes. Ademas, la magnitud de cambio
en las razones de pigmentos con respecto al tiempo de cultivo no fue importante., mientras
que en diferentes condiciones de luz, las razones de pigmentos accesorios respecto a la
clorofila a de A. carteri fueron diferentes entre bajas y altas irradiancias. De acuerdo a lo
antes expuesto, se concluye que A. carteri tuvo una mejor respuesta en el crecimiento y
consumo de nutrientes en 300 pmol quanta m” s Variaciones en la intensidad de luz
produjeron cambios en las razones de pigmentos accesorios respecto a la clorofila a y
diferentes condiciones de nutrientes no tuvieron un efecto en las razones. Asimismo, la
razoén peridinina/clorofila a fue mayor en baja irradiancias que en alta irradiancia. Sin
embargo, estas razones no mostraron diferencias con respecto al tiempo del cultivo. En
general, diadinoxantina siempre se encontré en mayor concentracion que dinoxantina y

diatoxantina, siendo esta ultima en cantidades traza. La razén diadinoxantina/clorofila a
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fue casi dos veces mayor en altas irradiancias que en bajas irradiancias. Estos cambios en
las razones pueden ser debido a que A. carferi ajusta su composicion de pigmentos de
acuerdo a las diferentes condiciones de luz. Ademas, los resultados del presente estudio
proporcionan informacién a cerca de la contribucion de la razén de pigmentos accesorios
a la clorofila a en A. carteri y como la composicion de pigmentos se modifica por cambios

en los factores del abioticos del cultivo de esta especie.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 2: Crecimiento, consumo de nutrientes, composiciéon proximal y
razén de pigmentos accesorios/clorofila a en Thalassiosira pseudonana Hasle y
Heimdal (Bacillariophyceae) cultivada bajo diferentes condiciones de luz y
nutrientes.

6.1.1. Cultivo de Thalassiosira pseudonana

La densidad celular de Thalassiosira pseudonana se incrementé durante los
primeros dos dias de cultivo en todas las condiciones de nutrientes y luz evaluadas (Fig.
10). Durante este tiempo de cultivo, se presentd el crecimiento exponencial. En la
condicién de bajo nutriente y distintas intensidades de luz, la tasa de crecimiento vario
entre 1.0-1.2 dia™. En cambio, para la condicién de medio nutriente, esta se mantuvo en
0.7 dia™. También los tratamientos de alto nutriente con irradiancias de 50 y 150 pmol
quanta m? s registraron tasa similares (0.7 dia”) que aquellos de medio nutriente.
Mientras que, en alto nutriente e irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m? s, la tasa de
divisién celular se incrementé en 1.0 y 1.1 dia™. Al tercer dia de cultivo, la tasa especifica
de crecimiento disminuy6 a un valor promedio de 0.11 dia™ en todas las condiciones de
luz, dando lugar a la fase de lento crecimiento (Fig. 10: Tabla II), lo cual indica que los
cultivos estuvieron iniciando la fase estacionaria. Aunque se registraron diferencias en la
densidad celular, no hubo cambios significativos (P>0.05) durante el tiempo de cultivo
entre las diferentes irradiancias. Pero la comparaciéon por factor nutriente indicd
diferencias en los valores promedio entré las distintas concentraciones de nutrientes
(P<0.05).

En la condicion de bajo nutriente y distintas condiciones de luz, la densidad celular

promedio final fue 0.892140.019 x 10° células mL™ (Fig. 10a), la cual es menor que la
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obtenida en la condicién media de nutrientes (1.59+0.079 x 10° células mL™"; Fig. 10b).
Sin embargo, los valores promedio obtenidos en la alta condicion de nutrientes (2.7120.
231 x 10° células mL™; Fig. 10c) son mayores que los tratamientos antes mencionados. Al
comparar por factor nutriente, dentro de la condicion de 50 umol quanta m” 5™, solo hubo
diferencias significativas entre alto vs. bajo nutriente (P<0.05), en cambio alto vs. medio
nutriente, no resultaron significativos (P>0.05) dentro de 150 pmol quanta m?”s”. Para las
condiciones de 300 y 750 pmol quanta m? s”, no hubo diferencias significativas en los
tratamientos medio vs. bajo nutriente. Es importante destacar que la interaccion entre
estas Gltimas condiciones de luz y la condicién de alto nutriente produjeron mayor
densidad celular (3.11+0.032 x 10° células mL™"; Fig. 10c) que el resto de los tratamientos.

Tabla II. Valores promedio de la tasa de crecimiento especifica de 7’ halassiosira pseudonana
cultivada en diferentes irradiancias y concentracion de nutrientes.

Irradiances (pmol quanta m?s?)

Tiempo(dias) Nutriente

NaNOQs/NaH,PO, (1tM) 50 150 300 750
1 441.5/18.1 0.82 1.02 1.08 1.25
883/36.3 1.58 1.46 1.60 1.64
1766/72.6 1.68 1.68 1.52 1.52
2 441.5/18.1 1.00 1.09 1.10 1.24
883/36.3 0.72 0.87 0.78 0.73
1766/72.6 0.72 0.72 1.05 1.14
3 441.5/18.1 0.05 0.12 0.18 0.01
883/36.3 0.05 0.08 0.18 0.19
1766/72.6 0.15 0.15 0.13 0.10
4 441.5/18.1 0.35 0.05 - 0.02
883/36.3 0.14 0.19 0.18 0.06
1766/72.6 - - 0.07 0.17
5 441.5/18.1 0.02 0.19 0.15 0.01

883/36.3 0.20 - - -
1766/72.6 0.07 0.07 0.18 0.05

(=) menor que 0.01
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Figura 10. Cambios en densidad celular de Thalassiosira pseudonana en cultivos estaticos
con diferentes irradiancias y tres concentraciones de nutrientes: a) 441.5/18.1; b)
883/36.3; c) 1766/72.6 uM de NaNO3/NaH,PO,. La barra vertical indica el error estandar
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6.1.2. Consumo de nutrientes (NOs , PO;", Si(OH),)

En cultivos de laboratorio, la concentracion de nitrato, fosfato y silicato son factores
ambientales importantes que regulan el crecimiento de la diatomea Thalassiosira
pseudonana. En este estudio, el consumo de estos constituyentes inorganicos estuvo
determinado por la densidad celular de esta especie en cada condicién de cultivo
experimental. Durante la fase de crecimiento exponencial, el consumo de nitrato y silicato
(Fig. 11a y 13a) en la baja condicién de nutriente, no fue afectado por las distintas
condiciones de luz, en cambio el fosfato presenté mayores variaciones entre irradiancias
(Fig. 12a). Al final de la fase exponencial (dia 3), el consumo de nitrato y fosfato en bajo
nutriente e irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s™ fue de 166-232 pM (37.7-52%) y
de 10.3-4.87 uM (60.3-26.9%) de nitrato y fosfato removido del medio respectivamente.
En irradiancia de 300 pmol quanta m? s, el consumo de nitrato y fosfato fue 257.5-6.5
1M (58.3-36%), los cuales son menores que el consumo en 750 pmol quanta m™s™ (274-
7.4 pM; 62-41.2%, respectivamente). En cambio la concentracion de silicatos durante la
fase exponencial para todas las condiciones luz diminuyé marcadamente (Fig. 13a),
observandose una remocién maxima de 101.1 pM (94.9%) y una minima de 97.3 pM
(90.9%) en 150 y 50 pmol quanta m™ s respectivamente, mientras que, en 300 y 750
umol quanta m™ s el consumo de silicato fue idéntico (98.9 pM; 92.4%).

Con el inicio de la fase de crecimiento lento, el consumo de nutrientes continud
disminuyendo. La concentracion residual final (dia 5) de nitrato, fosfato y silicato fue:
162-7.7-9.6 pM; 152-13.2-4.4 uM; 137-9.9-5.4 uM y 155-0.5-6.4 uM, en el cultivo de 7.

pseudonana creciendo en 50, 150, 300 y 750 pmol quanta m™ s respectivamente.
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A diferencia de la condicion anterior, en la condicion media de nutrientes la remocion
de nitrato y fosfato fue mayor (Fig. 11by 12b), mientras que, el consumo de silicatos (Fig.
13b) fue similar que aquella condicion de bajo nutriente. El incremento en el consumo de
nitrato y fosfato, se correlaciona también con un incremento en la densidad celular de T.
pseudonana para la fase exponencial de crecimiento (Fig. 10b). Asi, en 50 pmol quanta m’
2 g1 el consumo de nitrato y fosfato fue 258 UM (29.2%) y 12 pM (33%)
respectivamente. Este consumo fue menor que lo observado en 150 pmol quanta m? s’
(338 uM; 38% y 15.3; 42%). Cuando T. pseudonana se expuso a irradiancias de 300 y
750 pmol quanta m? s 1a cantidad de nitrato consumido fue similar (367-3 58 uM; 41-
40%), mientras que, el consumo de fosfato resulté mayor con la irradiancia (20.8-33 pM;
57-91%: Fig. 12b).

Al final del periodo de cultivo, la concentracion residual de nitrato en cada una de las
irradiancias fue similar (364.5+5.2 pM: Fig. 11b), mientras que la cantidad de fosfato
residual disminuy6 a 2.10 pM con un incremento en la irradiancia (Fig. 12b). En el caso
del silicato, se observd menor variacion entre irradiancias durante este periodo de cultivo,
restando al final 7.69+0.66 uM de silicato residual (Fig. 13b).

Al comparar el consumo de nitrato y fosfato en la condicion de alto nutriente (Fig. 11c
y 12¢) contra los tratamientos arriba expuestos, se encontro que el orden de consumo fue:
alto nutriente > medio nutriente > bajo nutriente. En tanto que, el silicato, mostrd una
marcada disminucion (Fig. 13c) en el segundo dia de cultivo. Los resultados del consumo
para la fase exponencial, en irradiancias de 50, 150y 750 pmol quanta m™ s fue similar
(3804£1.52 pM; 21.3%). En 300 pmol quanta m? s de irradiancia, la cantidad de nitrato

removido del medio fue mayor (415 pM;, 23.4%). En el caso de fosfato, se observd que el
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consumo se incrementd con la irradiancia, registrando un valor minino de 23.6 pM
(30.9%) en irradiancia de 50 y maximo de 49 pM (64%) en 750 pmol quanta m? 5" (Fig.
12¢).

Para el quinto dia de cultivo, el consumo total de nitrato en irradiancias de 150 y 750
umol quanta m? s fue similar (763.5+1.5 pM; 43.2%). Valores minimos de consumo
total (670 pM; 37.9%) y maximos (834 pM; 47.2%) fueron encontrados en irradiancias de
50 y 300 pmol quanta m™” s respectivamente (Fig. 11c). En cambio, en irradiancias de 50
y 150 pmol quanta m? s el consumo total de fosfato vari6 entre 34.7 uM (45.3%) y 44.6
uM (58.2%), mientras que, en 300 y 750 pumol quanta m? s’ el consumo total aumentd a
valores de 51.2 pM (66.9%) y 63.3 uM (82.7%). Concentraciones finales de silicatos en el
medio de cultivo (Fig. 13c), revelaron una consistencia similar a lo observado en

tratamientos de baja y media concentracion de nutrientes.



52

2.0 2.0
a) b)
S 15 S 15
" "
'Om 1.0 .Om 1.0
Z 2
Z Z
% ” ﬁ% % "
0.0 g " T - - ) 0.0
o 1 2 3 4 5 6 o 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
2.0 0
S 15 2 -1
v pmol quantam s
S 10 —o0— 50
E —o— 150
S o5 —a— 300
a2 —o— 750
0.0

Tiempo (dias)

Figura 11. Cambios en concentracion de nitrato en cultivos estaticos de Thalassiosira
pseudonana en diferentes irradiancias y tres concentraciones de nutrientes: a) 441.5/18.1;
b) 883/36.3; ¢) 1766/72.6 pM de NaNO,/NaH,PO;. La barra vertical indica el error

estandar (n=2).
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Figura 13. Cambios en concentracion de silicato en cultivos estaticos de Thalassiosira

pseudonana cultivada en diferentes irradiancias y tres concentraciones de nutrientes: a)

441.5/18.1; b) 883/36.3; ¢) 1766/72.6 uM de NaNO3/NaH,PO,. La barra vertical indica el

error estandar (n=2).
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6.1.3.- Composicion proximal celular
6.1.3.1- Proteinas

Para todos los tratamientos, el contenido de proteinas de Thalassiosira pseudonana
disminuy6 en los primeros dos dias del cultivo (Fig. 14). Asimismo, este constituyente
celular difiere entre tratamientos y fue afectado de manera significativa (P<0.001) tanto
por la concentracion de nutrientes como por la irradiancia (P<0.001), con una interaccion
significativa entre los factores (P<0.001). Al inicio del cultivo, en la condicién de bajo
nutriente e irradiancias de 50 y 150 umol quanta m™ s (Fig. 14a), se observaron valores
maximos de proteinas (272.20+1.27 y 301.28+15.39 pg cél™) que difieren entre si
(P<0.001), los cuales son mayores que los obtenidos en 300 y 750 pmol quanta m? s
(210.62+11.49 y 202.714+22.87 pg cél™), pero no hubo diferencias significativas (P=0.647)
entre estas condiciones de luz. Sin embargo, al comparar el contenido promedio de
proteinas obtenidas en altas irradiancias contra 50 y 150 pmol quanta m? s existen
diferencias (P<0.001). Durante los siguientes tres dias del cultivo, el contenido de
proteinas en 7. pseudonana continu6 disminuyendo y se puede observar (Fig. 14a) que
células creciendo en bajas irradiancias tuvieron mayor contenido que aquellas cultivadas
en altas irradiancias, denotandose ademas, una variacion similar con el tiempo de cultivo,
aunque los resultados mostraron diferencias entre baja y alta irradiancia. Al final, los
valores promedio de proteinas para células cultivadas en 50, 150, 300 y 750 pmol quanta
m? s fueron: 7842.90, 82.63+1.49, 63.18+1.10 y 69.12+0.001 pg cél” respectivamente,
con diferencias (P=0.008) entre 150 y 300 pmol quanta m™s™.

Cuando 7. pseudonana se cultivd en la condicién de medio nutriente (Fig. 14b), la

cantidad de proteinas por célula fue menor y difiere (P<0.001) de aquella obtenida en la
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condicion de bajo nutriente. Se observo también, al inicio del cultivo una mayor cantidad
de proteinas (112.71+11.06 y 131.92+14.21 pg cél™) en irradiancias de 50 y 150 que en
300 y 750 pmol quanta m? s (94.7240.19 y 99.9245.22 pg cél™). Al comparar los
resultados del contenido promedio de proteinas en cada una de las condiciones de luz, se
encontré que solo: 50 vs. 750 y 750 vs. 300 no difieren entre si (P=0.240 y P=0.847
respectivamente). Después de 24 horas y durante los siguientes cuatro dias de cultivo, no
hubo una variacion significativa en la concentracion de proteinas por célula (Fig. 14b),
registrandose al quinto dia valores de 57.10+1.97 y 49.28+0.030 pg cél” en irradiancias de
50 y 150 respectivamente. Mientras que en 300 y 750 pmol quanta m? s” las
concentraciones fueron 42.09+0.48 y 47.21+0.22 pg cél".

Los resultados de la condicién de alto nutriente (Fig. 14c) fueron significativamente
menores (P<0.001) que éque]los obtenidos en la condicién de medio y bajo nutriente. Al
igual que en las condiciones arriba mencionadas, las proteinas celulares de 7. pseudonana
disminuyen en el primer dia y al comparar su concentracion por factor luz, mostrd que en
150 pmol quanta m™ s la concentracion promedio de proteinas (104.92+1.38 pg cél™)
fue mayor y diferente (P<0.001) a las condiciones de 50, 150 y 750 umol quanta m™ st
cuyos valores promedio fueron: 76.99+2.42; 73.85+1.72 y 79.10£2.82 pg cél". A partir
del segundo dia la concentracion de proteinas mostré poca variacion con respecto al
tiempo de cultivo y sin diferencias significativas (P>0.05) entre las condiciones de luz (Fig.
14c). Para el quinto dia de cultivo, el contenido de proteina en irradiancias de 50 y 150
umol quanta m? s fue similar (38.29+0.51 y 34.99+1.04 pg cél™), mientras que en 300 y

750 pmol quanta m? s los valores promedios fueron casi el mismo: 24.07£1.09 y

24.4840.84 pg cél” respectivamente.
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Figura 14. Contenido promedio de proteinas en Thalassiosira pseudonana cultivada en
2.9 L bajo diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNOs/NaHzPOa: a) bajo
nutriente 441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y c¢) alto nutriente 1766/72.6 pM. La

barra vertical indica el error estandar (n=2).
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6.1.3.2.- Carbohidratos

En todas las condiciones de cultivo, el contenido de carbohidratos por célula,
disminuy6 con el tiempo del cultivo (Fig.15). Este constituyente celular, también fue
significativamente afectado por los diferentes niveles de nutrientes y de luz (P<0.001).
Opuesto a proteinas, los resultados de carbohidratos en la condicién de bajo nutriente
(Fig. 15a) son mayores en altas irradiancias, observandose al inicio del cultivo valores
promedio similares (11.16£0.23 y 11.84+1.11 pg cél™), en irradiancias de 50 y 300 pmol
quanta m” s”'. Resultados diferentes (9.8910.67 y 15.26+1.41 pg cél™") fueron obtenidos
en irradiancias de 150 y 750 respectivamente. En los dias 2'y 3 del cultivo, la condicion de
50 pmol quanta m™ s registr6 la menor concentracion (4.7410.67 y 2.66+0.06 pg cél™)
de carbohidratos, mostrando diferencias significativas (P<0.001) respecto a los demés
niveles de luz. Al final (Fig. 15a), los valores promedio de carbohidratos por célula, en los
diferentes niveles de luz no fue significativa (P=0.4).

En el nivel medio de nutrientes (Fig. 15b), la cantidad de carbohidratos por célula fue
menor y significativo (P<0.001) respecto al nivel bajo de nutrientes durante la fase de
crecimiento exponencial (dias 1 y 2). También, al inicio del cultivo, las células creciendo
en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m™? s presentaron mayor concentracion de
carbohidratos (9.01£0.10 y 10.2610.07 pg cél™") que aquellas cultivadas en irradiancias de
50 y 150 pmol quanta m? s (4.2440.49 y 3.9940.40 pg cél™), determinandose diferencias
significativas (P<0.001) entre alta y baja irradiancia. Durante los siguientes dias de cultivo,
la concentracién promedio de carbohidratos en los distintos niveles de luz permanecio
entre 2.1710.74 y 4.1610.16 pg cél™ (Fig. 15b). Al final del cultivo, los valores promedio

entre los distintos niveles de luz no mostraron diferencias significativas (P=0.359).
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Cuando 7. pseudonana se cultivo en la condicion de alto nutriente (Fig. 15c), la
concentracién celular de carbohidratos, presentd una tendencia muy similar a la observada
en el nivel medio de nutrientes. Sin embargo, al compararlos estadisticamente se
encontraron diferencias (P=0.003) por el factor nutriente. Al igual que en el tratamiento de
medio nutriente, la concentracién promedio de carbohidratos en el primer dia de cultivo,
en intensidades de luz de 300 y 750 pmol quanta m? s fueron mayores (7.27£0.42 y
8.8+1.02 pg cél™), que las registradas en intensidades de luz de 50 y 150 pmol quanta m”
st (3.2340.28 y 4.2740.08 pg cél™). Después, estas concentraciones disminuyeron a un
valor promedio de 2.3620.07 pg cél" en el tercer dia de cultivo. A partir de este tiempo, el
contenido de carbohidratos se mantuvo casi constante, teniendo valores finales similares
(1.28+0.11; 1.43+0.17; 1.1740.15 y 0.914+0.03 pg cél™) y no significativos (P=0.359)

entre 50, 150, 300 y 750 pmol quanta m? s™ respectivamente.
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Figura 15. Contenido promedio de carbohidratos en Thalassiosira pseudonana cultivada
en 2.9 L bajo diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNOs/NaH,PO,: a) bajo

nutriente 441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y c¢) alto nutriente 1766/72.6 pM. La

barra vertical indica el error estandar (n=2).
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6.1.3.3.- Lipidos

Similar a proteinas, la concentracién de lipidos en la mayoria de las condiciones
experimentales disminuyé marcadamente en el segundo dia del cultivo (Fig. 16) y se
encontraron diferencias significativas (P<0.001) en los valores promedios de este
constituyente celular entre los diferentes niveles de nutrientes. Cuando T\ pseudonana se
cultivé en bajo nutriente, la maxima concentracion de lipidos se registré en el primer dia,
con valores promedio de 49.69+0.29 y 62.31+3.30 pg cél" para irradiancias de 50 y 150
pmol quanta m” ™, mientras que en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m? s fueron
59.31+12.20 y 43.2248.94 pg cél". Después del segundo dia y durante los siguientes tres
dias restantes no hubo una variacion significativa en la concentracion, registrandose
valores minimos de 14.7+1.25 y 13.98+0.45 pg cél” para bajas irradiancias (50 y 150) y
mayores (21.56+1.02 y 18.3442.14 pg cél™) en altas irradiancias (300 y 750 pmol quanta
m?s™).

Al comparar los resultados obtenidos en la condicién de medio nutriente (Fig. 16b),
con aquellos de bajo nutriente (Fig. 16a), en el primer dia de cultivo, resulto que la
concentracion de lipidos en medio nutriente es 2.2 y 2.7 veces menor en irradiancias de 50
y 150 pmol quanta m? s' (23.2344.44 y 22.75t5.24 pg cél’), en tanto que, en
irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m” s (21.86+0.62 y 22.14+0.47 pg cél) esta
proporcion es 2.7 y 1.95 veces menor. En el segundo dia de cultivo, el contenido de
lipidos disminuy6 a un valor promedio de 13.6+0.94 pg cél" en todas las condiciones de
luz. A partir de este tiempo, se observaron variaciones en lipidos en los dias 3 y 4 del
cultivo, encontrandose siempre valores mayores en bajas irradiancias que en altas

irradiancias (Fig. 16b). Al final, el contenido de lipidos en I. pseudonana fue similar
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(8.67+0.88; 10.76+1.43; 8.9610.24 y 10.2410.07 pg cél™) y no significativo (P=0.24)
entre irradiancias de 50, 150 300 y 750 umol quanta m? s respectivamente.

Los resultados de la condicion de alto nutriente (Fig. 16c) siempre fueron menores y
significativos (P<0.001) que aquellos de medio y bajo nutriente. En el primer dia de
cultivo, el contenido de lipidos fue similar (15.39+1.21; 14.55+0.78 y 14.5942.58 pg cél’
", en las condiciones de 50, 300 y 750 pmol quanta m? s, mientras que, en 150 pmol
quanta m’ s el valor promedio de lipidos fue 21.49+1.05 pg cél”. Estos valores iniciales
de lipidos, disminuyeron en el segundo dia (Fig. 16c) y entonces permanecieron casi
constantes hasta registrar valores finales ligeramente mayores (11.16+0.40; 10.86+0.64 pg
cél™) en bajas irradiancias (50 y 150) que aquellos de altas irradiancias (6.05+0.63 y
8.40+1.39). El andlisis estadistico no mostr6 diferencias (P=0.24) en el contenido de

lipidos entre tratamientos de luz en el tltimo dia de cultivo.
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Figura 16. Contenido promedio de lipidos en Thalassiosira pseudonana cultivada en 2.9 L
bajo diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNOs/NaH,POy: a) bajo nutriente
441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y ¢) alto nutriente 1766/72.6 pM. La barra

vertical indica el error estandar (n=2).




64

6.1.4.- Pigmentos

Los pigmentos medidos en Thalassiosira pseudonana pueden ser diferenciados en
fotosintéticos y fotoprotectores con respecto a su funcion en la fotosintesis (Jeffrey y
Vesk, 1977). Entre los fotosintéticos se encuentra la clorofila a la cual es universal, el
carotenoide fotosintético fucoxantina y los carotenoides fotoprotectores diadinoxantina y
diatoxantina. La variacién en la razén de fucoxantina-diadinoxantina/clorofila a, fue
significativamente afectada tanto por las condiciones de nutrientes (P<0.001) como por
los diferentes niveles de luz (P<0.001), pero el efecto interactivo entre nutrientes y luz
solo fue significativo (P<0.001) para la razon diadinoxantina/clorofila @ y no para
fucoxantina/clorofila @ (P=0.377). Mientras que, la razon diatoxantina/clorofila a no fue
significativamente afectada (P=0.066) por la concentracion de nutrientes (P=0.066), pero
si por los diferentes niveles de luz (P<0.001), sin una interaccion significativa entre los
factores (P=0.875) para diatoxantina/clorofila a.

En la condicion baja de nutrientes e irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m?s’ la
razén de pigmentos fucoxantina/clorofila @ en 7. pseudonana fue mayor al inicio del
cultivo, con valores promedio de 0.41+0.01 y 0.45+0.007, mientras que, en altas
irradiancias (300 y 750 pmol quanta m” s) los valores de estas fueron 0.37 y 0.34
respectivamente (Fig. 17a). En el segundo dia, la razén fucoxantina/clorofila a disminuyo
marcadamente a valores de 0.27+0.001 en irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ ', en
tanto que, la razon en 300 y 750 vari6 de 0.2510.0004 a 0.22+0.001. A partir de este
tiempo, la razén fucoxantina/clorofila @, se mantuvo con poca variacion, excepto en 150

pmol quanta m? s donde se observé un incremento (Fig. 17a).
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Entre los pigmentos fotoprotectores, la razon diadinoxantina/clorofila a estuvo
presente en cantidades mayores que la razon de diatoxantina/clorofila a (Fig 17 b, c). La
razon diadinoxantina/clorofila @ mostré un incremento a partir del segundo y tercer dia de
cultivo en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m? s (Fig. 17b), con diferencias
significativas (P<0.001) entre estas condiciones de luz. En bajas irradiancias (50 y150
pmol quanta m™ s los valores observados en la razon diadinoxantina/clorofila a siempre
fueron menores que aquellos de altas irradiancias, excepto en el segundo dia donde las
razones para cada una de las condiciones de luz fueron similares (Fig. 17b). Por otra parte,
diatoxantina mostré un incremento significativo entre las diferentes irradiancias, con
valores mayores en altas irradiancias (Fig.17¢).

Cuando 7. pseudonana estuvo creciendo en la condicion media de nutrientes, se
observé que la razon celular de fucoxantina/clorofila a disminuyé a valores entre
0.2240.004 y 0.260.01 en el segundo dia (Fig. 18a), y se encontr6 poca variacion en sus
razones entre las diferentes irradiancias y con respecto al tiempo de cultivo, sin diferencias
significativas (P>0.05) entre las razones en las distintos niveles de luz. Las razones
promedio en irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m? s fueron 0.2640.007 y
0.28+0.009, mientras que en 300 y 750 pmol quanta m? s sus razones promedio fueron
idénticas (0.27+0.009). Por otra parte, la razon de diadinoxantina-diatoxantina/ clorofila a
se incrementé con un incremento en la irradiancia (Fig.18b, ) y en altas irradiancias los
valores de las razones diatoxantina/clorofila @ fueron mayores que aquellos de bajas
irradiancias, con diferencias significativas (P<0.001) entre 750 pmol quanta m? s’ ylas

demads niveles de luz.
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En el caso de cultivos en alto nutriente, la razon celular de fucoxantina/clorofila a en
T. pseudonana mostré una respuesta consistente sin cambios significativos (P>0.05) en los
valores de sus razones en los diferentes niveles de luz y tiempo de cultivo (Fig. 19a). El
valor promedio integrado de todas las razones en las distintas irradiancias y tiempo de
cultivo fue 0.258+0.003. Ademas, los valores de las razones diadinoxantina/clorofila a son
similares a los observados en la condicion media de nutrientes, pero diferentes a los
resultados obtenidos en bajo nutriente. En cuanto a las razones de diatoxantina/clorofila a
siempre se encontraron valores mayores en altas irradiancias (Fig. 19¢), siendo esta razon
significativa (P<0.001) el nivel de 750 pmol quanta m™ s respecto a los otros niveles de

luz.
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Figura 17. Razon promedio de pigmentos accesorios/clorofila a de Thalassiosira

pseudonana, en cultivos estticos en diferentes irradiancias y 441.5/18.1 pM de

NaNOs/NaH,PO;. La barra vertical indica el error estandar (n=2).
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Figura 18. Razon promedio de pigmentos accesorios/clorofila a de Thalassiosira

pseudonana, en cultivos estticos en diferentes irradiancias y 883/36.3 uM de

NaNO/NaH,PO,. La barra vertical indica el error estandar (n=2).
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6.1.5.- Discusion
6.1.5.1.- Cultivo de Thalassiosira pseudonana

Los resultados muestran claramente la fase de crecimiento exponencial de 7.
pseudonana, donde se observé un incremento en la tasa especifica de crecimiento durante
los primeros dos dias del cultivo (Fig.10). Sin embargo, la densidad celular obtenida de 7.
pseudonana difiere (P<0.001) en respuesta a las diferentes concentraciones de nutrientes
evaluadas y no en relacion a los diferentes niveles de luz, los cuales no tuvieron efectos
significativos (P=0.291) en el crecimiento en los primeros dos dias del cultivo.

El efecto de la luz fue disminuido debido al rapido incremento en la densidad celular y
el consecuente incremento en la turbidez de los cultivos durante la fase exponencial.
Observaciones similares también han sido realizadas por Brown et al. (1996), quien
explica que la irradiancia en cultivos de 7. pseudonana es reducida del 20 al 25% al final
de la fase exponencial. Asimismo, las mayores tasas de crecimiento ocurrieron en estos
primeros dias y variaron entre 0.7 y 1.6 divisiones por dia en las distintas condiciones de
luz y nutrientes (Tabla II).

Los resultados de este estudio son consistentes con los encontrados por Stramski ez al.
(2002), quien observo que la tasa de crecimiento de 7. pseudonana en baja irradiancia es
reducida a 0.60 divisiones por dia, comparado con aquellas obtenidas en altas irradiancias
(2.0 divisiones por dia). Con el inicio de la fase estacionaria, la tasa de crecimiento
especifica se redujo notablemente (Fig. 10). La disparidad entre la fase exponencial y
estacionaria puede representar diferencias en el tiempo de la division celular (sincronia
celular), también como el estatus fisiologico de las células en cada fase de cultivo. Estas

observaciones implican que el rapido agotamiento de silicatos (Fig. 13) ocurrido en los
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primeros dos dias, afecto tanto la tasa de crecimiento como el ciclo celular de T.
pseudonana, debido a que el silicio es un elemento esencial, requerido para la formacion
de la pared celular de diatomeas y su consumo esta fuertemente acoplado al ciclo celular
(Claquin et al., 2002; Hildebrand, 2002). Los resultados también indican que 7.
pseudonana es una excelente microalga para el cultivo masivo en acuacultura, debido a su
capacidad de tolerar un importante intervalo de irradiancias para su crecimiento y producir

alta densidad celular en un corto tiempo.

6.1.5.2.- Consumo de nutrientes (NOs , PO, Si(OH),)

El crecimiento del fitoplancton en laboratorio puede ser limitado por la concentracion
de nutrientes y cambios en la irradiancia durante su cultivo. En este estudio, la
concentracién celular de 7. pseundonana en fase de crecimiento exponencial, se relaciona
de manera inversa con la concentracion de nutrientes en el medio, lo cual origina que la
disponibilidad de los elementos nutricionales para el crecimiento disminuya con respecto al
tiempo del cultivo.

Al examinar el consumo de nitrato v silicato en todas las condiciones experimentales,
se observd que las diferentes condiciones de luz no modificaron de forma importante el
consumo de estos nutrientes (Fig. 11, 13). Sin embargo, el consumo de fosfato (Fig. 12)
resulté afectado por cambios en la irradiancia de crecimiento. Esta variacion en los niveles
de luz podria haber conducido a cambios igualmente rapidos en la energia celular, debido
a la produccion de ATP y NADPH a través de las reacciones de luz en la fotosintesis,
siendo estas reacciones, mucho mas rapidas, que la utilizacion de los nutrientes en las

reacciones de biosintesis (Falkowski y Raven, 1997). Aunque la concentracion de
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nutrientes disminuyé rapidamente con el inicio del crecimiento exponencial, la diatomea
usada en este estudio, consumié diferentes cantidades de nitrato y silicato durante el
mismo intervalo de crecimiento para los cultivos. Con respecto a lo antes expuesto, varios
estudios sugieren que el metabolismo del nitrégeno esta coordinado con la fotosintesis o
con algin producto de la fotosintesis (Turpin, 1991; Vergara ef al., 1998), mientras que el
metabolismo del silice esta relacionado al ciclo celular de las diatomeas y no directamente
a la fotosintesis (Brzezinski y Conley, 1994; Martin-Jézéquel et al., 2000).

Los resultados de este estudio, muestran que durante el crecimiento exponencial, los
requerimientos de nitrato y fosfato (Fig. 11, 12) por 7. pseudonana son menores que
aquellos observados en el consumo de silicatos (Fig. 13). Este mayor consumo de silicato
puede ser explicado por el incremento en la tasa de crecimiento (Tabla II) durante la fase
exponencial, donde las células sintetizan una mayor cantidad de silice para la formacion de
nuevas valvas. Estos hallazgos concuerdan con lo observado por Claquin ef al. (2002)
quien indica que los requerimientos de silice son usualmente altos durante periodos de
sintesis de pared celular y mitosis. También sefiala que en diferentes condiciones de luz,
T. pseudonana tiene mayor requerimiento de fosforo durante la replicacion de DNA y
periodos de rapido crecimiento, lo cual concuerda con lo observado de este trabajo, ya
que se encontrd que células expuestas en altas irradiancias consumen mayor cantidad de
fosfato que aquellas creciendo en bajas irradiancias (Fig. 12).

Aunque el consumo de fosfato fue dependiente de la intensidad de luz, la cantidad
consumida de este nutriente fue mayor en altas irradiancias que en bajas irradiancias (Fig.
12) y el requerimiento de fosfato por 7. pseudonana fue usualmente mayor a medida que

se incrementd su concentracién en el cultivo. En el caso del nitrato, también se observo la
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misma tendencia (Fig. 11) excepto que no hubo efecto por distintos niveles de luz. El
incremento en la demanda de estos nutrientes es relativo al tiempo de cultivo y la densidad
celular de 7. pseudonana, 1a cual tuvo un incremento significativo (Fig. 10) a medida que
se incremento la concentracién de nutrientes en el cultivo. Estos resultados son
consistentes con los hallazgos hechos por Lomas y Glibert (2000) y Kudo (2003), quienes
indican que las diatomeas generalmente tienen mayores consumos de nitratos que las
flageladas y que Thalassiosira sp. consume diferentes cantidades de nitrato cuando las
concentraciones son diferentes. Una importante explicacion de esta sugerencia es que el
cultivo de diatomeas en condiciones abundantes de nitrégeno, pueden tener la capacidad
para tomar y reducir nitrato independientemente de su requerimiento nutricional y en
respuesta a estas condiciones ambientales, un exceso de energia celular es requerido

relativo a la demanda.

6.1.5.3.- Composicion proximal celular

La diatomea Thalassiosira pseudonana creciendo bajo diferentes condiciones deluzy
nutrientes mostré siempre mayor variacion en proteinas, carbohidratos y lipidos en la
condicion baja de nutrientes que en las condiciones media y alta de nutrientes (Fig. 14,
15 y 16). Consecuentemente, los constituyentes bioquimicos de 7. pseudonana variaron
en concentracion dependiendo de la disponibilidad de nutrientes, encontrandose que la
cantidad de proteinas por célula es mayor que lipidos y estos a su vez mayor que
carbohidratos. También es interesante resaltar que las proteinas y lipidos por célula
mantienen una relacién mas estrecha que los carbohidratos por célula. Este bajo contenido

de carbohidratos por célula probablemente se deba a la limitacion por silicatos, el cual
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puede ser visto en la figura 13. Esta limitacion por silicatos, mas que la limitacién por
otros macronutrientes, causa un incremento en la produccion de lipidos en diatomeas
(Taguchi et al., 1987; Roessler, 1988). También se puede observar que la concentracion
de proteinas, lipidos y carbohidratos disminuyeron con el tiempo de cultivo (segundo dia),
probablemente a la mayor frecuencia en la division celular de 7. pseudonana. Después,
estas macromoléculas presentaron poca variacion en su concentracion en las distintas
condiciones de luz y nutrientes, excepto en el tratamiento de bajo nutriente, donde se
evidencio el efecto de la luz y la concentracion de nutrientes. Resultados similares también
han sido observados en cultivos estaticos de Rhodomonas sp (Valenzuela-Espinoza ef al.,
2002), donde el mayor consumo de nitrato y fosfato se presentan en el segundo y tercer
dia de cultivo, con la subsecuente disminucion de los constituyentes bioquimicos en el
segundo dia y entonces permanecen con poca variacion hasta el final del cultivo.

Al analizar los constituyentes bioquimicos en la fase de lento crecimiento (después del
segundo dia), el contenido de macromoléculas por célula mostraron poca variacion (Fig.
14, 15 y 16) excepto, los carbohidratos de la condicién baja de nutrientes, los cuales
continuaron disminuyendo hasta el final del cultivo (Fig. 15a). Estos resultados no tienen
la misma tendencia de lo observado por Brown ef al. (1996) quien encuentra que 7.
pseudonana creciendo en irradiancias de 50 y 100 pmol foton m™ s™ y fotoperiodo
continuo, incrementa el contenido carbohidratos y en menor grado los lipidos. Esta
tendencia es tipica en células creciendo en limitacion de nutrientes (nitr6geno), donde el
metabolismo celular esta siendo modificado de formacion de proteinas, para el
almacenamiento de energia (carbon). En el presente este estudio, si se observan los

resultados de consumo de nitrato y fosfato (Fig. 11a y 12a), no hubo limitacion por
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ninguno de estos nutrientes. Pero los resultados del consumo de silice muestran lo
contrario (Fig. 13). Por lo tanto, el consumo de nitrato no cambié de manera significativa
con la tasa de crecimiento bajo diferentes condiciones de luz. En contraste el fosfato si
cambio, mientras que la disponibilidad de silicatos fue un factor clave en la regulacion del
crecimiento de la diatomea. Estudios hechos por Claquin ef al. (2002) indican que existe
un acoplamiento entre el metabolismo del nitrégeno, fosforo y la irradiancia, mientras que
el consumo de silice no esta acoplado con el consumo de nitrogeno. Estas diferencias
permiten explicar la relativa estabilidad que presentaron las proteinas, lipidos y
carbohidratos después del segundo dia de cultivo, con excepcién de lo observado en
carbohidratos en la condicién baja de nutrientes (Fig. 15a). Ademas, efectos de la
irradiancia sobre el reservorio celular de silice también afecta la tasa de crecimiento, lo
cual a su vez, modifica los requerimientos de silice durante la sintesis de la pared celular y
los constituyentes bioquimicos (Martin-Jézéquel ef al., 2000). Aunque en este trabajo, no
se evaluo el efecto de la irradiancia sobre el reservorio celular, datos del presente estudio
pueden ser considerados como evidencia del efecto de la irradiancia en el consumo de

silicatos y la modificacion en los constituyentes celulares de 7. pseudonana.
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6.1.5.4.- Pigmentos

Las proporciones promedio de pigmentos accesorios respecto a la clorofila a
mostraron una macada similitud entre las condiciones baja (Fig.17), media (Fig. 18) y
alta (Fig. 19) de nutrientes usadas para el cultivo de 7. pseudonana. El principal factor
que afect6 la concentracion celular de pigmentos fue la irradiancia. Cuando esta se
incrementé modificé tanto la razon de pigmentos accesorios fotosintéticos y
fotoprotectores con respecto a la clorofila a y variaciones importantes en la cantidad
de diatoxantina fueron observadas en altas irradiancias en todas las condiciones de luz
y nutrientes evaluadas. En cambio, la proporcién celular de pigmentos
fotosinteticamente activos como fucoxantina solo mostré mayor variacion en la baja
concentracion de nutrientes, donde se observo una reduccion en la razon
fucoxantina/clorofila ‘@ en el segundo dia de cultivd. Esto indica que, el contenido
celular de clorofila a fue mayor respecto al carotenoide fotosinteticamente activo
fucoxantina en los primeros tres dias que durd la fase exponencial y después ambos
pigmentos disminuyen durante la fase estacionaria, pero diferentes irradiancias en los
cultivos, provocan que este pigmento accesorio co-varié con la clorofila a,
modificindose tanto el contenido celular de clorofila @ y fucoxantina (datos no
mostrados), lo cual puede explicar las variaciones observadas en las razones de
fucoxantina/clorofila a (Fig. 17a).

Cuando cultivos de 7. pseudonana fueron expuestos a distintas irradiancias, las
razones de diadinoxantina/clorofila a también disminuyeron en el segundo dia (Fig.
17b, 18b y 19b), aunque después de este tiempo, se observaron incrementos en las

razones en las distintas irradiancias. Esta respuesta coincidio con el maximo de
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densidad celular obtenido en el segundo dia (Fig. 10), y como consecuencia de esto, la
penetracion de luz en los cultivos disminuy6, pero la densidad celular continuo
incrementandose con el tiempo, entonces es probable que este efecto de auto-
sombreado por densidad celular, haya permitido que las proporciones
diadinoxantina/clorofila a también se incrementaran con el tiempo en las distintas
irradiancias. Experimentos hechos por Kashino y Kudoh (2003) en cultivos de
Chaetoceros gracilis indican que células expuestas a 200 y 400 umol fotones m?s"
disminuyeron la proporcion de diadinoxantina/clorofila a y aumentaron
diatoxantina/cloroﬁla a Pero cuando las células se mantienen en oscuridad, las
proporciones de estos pigmentos muestran lo contrario. Mientras que, las razones de
fucoxantina/clorofila @ se mantienen en valores razonablemente constantes durante el
periodo de tiempo de este experimento.

Los resultados de este estudio concerniente a 7. pseudonana, concuerdan con lo
observado por Arsalane ef al. (1994), en cultivos de otras diatomeas como
Phaeodactylum. Un alto flujo de fotones y un incremento del tiempo de iluminacion
modifica la fotosintesis neta con un incremento de la razon diatoxantina/(diatoxantina
+ diadinoxantina). Asimismo, las razones diadino-diatoxantina/clorofila a son
fuertemente influenciadas por la intensidad de luz y generalmente se incrementan con
la intensidad de luz (Schliiter e al. 2000, 2006; Descey et al. 2000). Entonces estos
cambios de concentracion de diadindxantina a diatoxantina observados en altas
irradiancias en este estudio, protegen a la célula cuando un exceso de luz es registrado
en el sistema fotosintético y el exceso de quantas absorbidos es proporcionalmente

disipados como energia termal (Rmiki ef al., 1996;). El principal componente de esta
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respuesta esta asociado con el desarrollo de gradientes de pH a través de las
membranas tilacoidales (Kashino y Kudoh (2003) y con la inactivacion del fotosistema
IT (Weis y Berry, 1987). En conclusion, este estudio proporciona informacion sobre
las propiedades nutricionales de 7. pseudonana, la cual tolera un amplio intervalo de
irradiancias para su crecimiento, mismas que pueden ser usadas para el cultivo de esta
especie en acuacultura. Asimismo, los datos de razones de pigmentos aqui
desarrollados son de importancia primaria para estudios ecologicos, porque permiten
conocer los mecanismos de respuesta de 7. pseudonana bajo distintas condiciones
ambientales y la contribucién que esta especie a la clorofila a en el ambiente marino,
para la medicién de la biomasa del fitoplancton la cual varia en funcién de variables

ambientales y parametros fisiologicos.
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7. RESULTADOS

7.1. Experimento 3: Crecimiento, consumo de nutrientes, composicién proximal y
razén de pigmentos accesorios/clorofila a en Tefraselmis suecica (Kilin) Butcher

(Prasinophyceae) cultivada bajo diferentes condiciones de luz y nutrientes.

7.1.1. Cultivo de Tetraselmis suecica

Tanto la irradiancia como la concentracion de nutrientes tuvieron un efecto
significativo (P<0.001) en la densidad celular de 7. suecica al final de los siete dias de
experimento (Fig. 20). Todos los tratamientos, iniciaron con una densidad celular similar,
la cual en promedio fue 1.0740.046 x 10° células mL™. En las distintas condiciones se
observo la fase de retardo en las primeras 24 h, seguida por un crecimiento exponencial
(Fig. 20) hasta el cuarto dia de cultivo. En la condicién de bajo nutriente e intensidades de
luz de 50 y 150 pmol quanta m” 5™, la tasa especifica de crecimiento (p) fue similar (0.6)
durante fase exponencial, con densidades celulares finales de 8.78£0.059 x 10° y
1.04+0.015 x 10° células mL™ (Fig. 20a). En la condicion media de nutrientes y mismas
irradiancias especificadas arriba, p vario entre 0.44 y 0.35, pero la densidad celular final
obtenida fue mayor (1.0640.036 y 1.6940.039 x 10° células mL™; Fig. 20b) que aquellas
de bajo nutriente. Mientras que, en alto nutriente los valores de p fueron 0.34 y 0.41
respectivamente. En esta ltima condicion se registraron densidades celulares finales de
1.03+0.0075 y 1.8940.019 x 10° células mL™" (Fig. 20c), las cuales son similares a la
condicion media de nutrientes, pero mayores que las obtenidas en bajo nutriente.

A diferencia de los resultados antes mencionados, en irradiancias de 300 y 750 pmol
quanta m” s las tasas de crecimiento siempre fueron mayores, con valores de 1.15 y 0.98

para bajo nutriente, de 0.63 y 0.85 en medio nutriente y de 0.39 y 0.63 en alto nutriente
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respectivamente. Asimismo, la densidad celular de 7. suecica no solo se incrementd con
un aumento en la irradiancia sino también, con el incremento en la concentracion de
nutrientes. Asi, en bajo nutriente e irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m? 57, las
densidades celulares finales fueron 1.1740.0018 y 1.11+0.036 x 10° células mL™ (Fig.
20a), las cuales son menores que las obtenidas en la condicién media de nutrientes en las
mismas irradiancias (1.961+0.096 y 2.0740.036 x 10° células mL™; Fig. 20b). Cuando T.
suecica se cultivo en alto nutriente y en las irradiancias antes especificadas, la densidad
celular final registrada en este tratamiento fue mayor (2.56+0.026 y 2.59£0.032 x 10°
células mL™; Fig. 20c) que aquellas de bajo y medio nutriente. Un incremento en la
division celular de 7. suecica fue observado cuando la intensidad de luz se increment6. En
750 pmol quanta m” s’ se tuvo la mayor division celular en las distintas condiciones de
nutrientes (Fig. 20).

Al final de la fase exponencial, inicié la fase de lento creci@iellto, en la cual la tasa de
division celular de T, swecica disminuyd de forma significativa en todos los tratamientos,
denotandose en los cultivos de bajo nutriente e irradiancia de 750 pmol quanta m?s”, una
fase en la cual el nimero de células permanece mas o menos estacionario, para después
entrar a la fase de muerte (Fig. 20a), donde el nimero de células por unidad de volumen

disminuy® al séptimo dia del cultivo.
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Figura 20. Cambios en densidad celular de Tefraselmis suecica en cultivos estaticos con

diferentes irradiancias y tres concentraciones de nutrientes: a) 441.5/18.1; b) 883/36.3; ¢)

1766/72.6 pM de NaNO3/NaH,PO,. La barra vertical indica el error estandar (n=2).
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7.1.2.- Consumo de nutrientes (NO;~, PO;’)

El consumo de nitrato y fosfato por Tefraselmis suecica mostré una respuesta
consistente con el incremento en la concentracion de nutrientes y la intensidad de luz. Un
aumento en la concentracion de nutrientes en el cultivo de 7. swecica, variando la
intensidad de luz, produjo un considerable consumo de nitrato y fosfato (Fig. 21 y 22).

Cuando 7. swecica se cultivd en la condicion baja de nutrientes, el consumo
acumulado de nitrato (Fig. 21a) durante el crecimiento exponencial (tercer dia), en
irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m” s fue distinto (108.4-338.4 pM; 53.8-76.6%
respectivamente), mientras que, el consumo acumulado de fosfato (Fig. 22a) fue idéntico
(13.6 uM; 72.7%) en ambas condiciones de luz. Sin embargo, en la misma condicion de
cultivo, cuando la irradiancia se increment6 en 300 y 750 pmol quanta m? s’ T suecica
mostré mayor consumo: 409-422 pM de nitrato (92.6 y 95.7 %), y 17-15.9 uM de fosfato
(93.9 y 87.8%). Durante el resto del cultivo (fase de lento crécimiento), el consumo de
estos nutrientes mostraron poca variacion entre irradiancias (Fig. 21a y 22a), y al séptimo
dia de cultivo, la concentracion residual final promedio de nitrato y fosfato en las distintas
condiciones de luz fue 13.2 y 1.09 uM respectivamente.

La remocién de nutrientes por 7. suecica en la condicion media de nutrientes fue dos
veces mayor que aquella observada en la condicion baja de nutrientes. En irradiancias de
50 y 150 pmol quanta m? s”, la remocion de nitrato en fase exponencial fue: 223.3-430
UM (25.2-48.6%) mientras que, la remocion de fosfato para las mismas condiciones de luz
fueron de 28.5-31.8 pM (78.7-87.8%). Estos resultados son menores que los observados
en altas irradiancias (Fig.21b y 22b) donde, la cantidad de nitrato removida al tercer dia

del cultivo, fue muy similar en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m? s (834-848
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UM; 94-96%), en cambio la remocion de fosfato, no mostré diferencias tan marcadas entre
las distintas irradiancias (Fig. 22b), aunque, durante los primeros tres dias de cultivo, 7.
suecica removi6 la mayor cantidad de fosfato del medio (33.6 uM; 92.6% y 32.9 uM;
90.6% respectivamente).

Para la fase de lento crecimiento y en condiciones de bajas irradiancias, la remocion de
nitrato continué hasta el quinto y sexto dia de cultivo (Fig. 21b). En cambio, la
concentracion residual final de fosfato permanecié casi constante a partir del tercer dia,
con valores de 4.4 y 3.3 pM en bajas irradiancias y de 1.1 a 2.2 uM para altas irradiancias
(Fig. 22b). La concentracion residual final (dia 7) de nitrato en medios de cultivo
expuestos a irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m? s fue de 14.6 y 21.3 pM. En estos
cultivos el consumo total de nitrato fue 868 pM (98.3%) y 861.7 pM (97.5%). En el caso
de cultivos creciendo en 300 y 750 pmol quanta m? s, el agotamiento de nitrato se
observo al tercer dia (Fig. 21b), después de este tiempo, la concentracion residual final de
nitrato en el medio permaneci6 casi constante, con valores d_e 8.89 uM y 9.13 uM. El
consumo total de nitrato en estas condiciones de luz fueron 874.1 uM (98.99%) y 873.8
uM (98.96%) respectivamente.

7. suecica tuvo el mayor consumo de nutrientes cuando se cultivo en la condicion alta
de nutrientes y al igual que en las condiciones antes mencionadas, la remocion de
nutrientes siempre fue mayor en altas irradiancias que en bajas irradiancias (Fig. 21 y 22).
En comparacion con las otras condiciones de nutrientes, . suecica siempre registro
mayor consumo que la condicion media y baja de nutrientes. Los resultados de la
condicion de alto nutriente indican diferencias en remocion de nitratos y fosfatos en la fase

exponencial para las distintas condiciones de luz. Asi, en irradiancias de 50 y 150 pmol
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quanta m” s, la cantidad de nitrato (278-487 uM; 15.7-27.5%) y fosfato (31.8-38.4 uM;
43.8-52.9%) removido del medio fue menor que la registrada en 300 y 750 pumol quanta
m? s En estas tltimas condiciones de luz la remocion de nitrato fue de 891.5-1016.4uM
(50.4-57.5%), mientras que la utilizacion fosfato fue idéntica en ambas condiciones de luz
(67 uM; 92.4%).

A diferencia de los resultados arriba mencionados, €l consumo de nitrato y fosfato no
cambio notablemente entre la fase estacionaria y la fase de lento crecimiento. Cultivos de
T' suecica en altas irradiancias comienzan a ser limitados por nitrato en el quinto dia,
mientras que la limitacion por fosfato empieza al cuarto dia (Fig. 21c y 22¢). En el caso
de cultivos en bajas irradiancias no mostraron limitacion por nutrientes. Al final del
periodo de cultivo (dia 7), en irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s el consumo
total de nitrato (980-1655 pM; 55.4-93.7%) y fosfato (62.6-68.1 uM; 86.3-93.9) fue
distinto, mientras que, en irradiancias de 300 y 750 pmol quanfa m? 5™, el consumo total
de nitrato fue 1721.9 pM (97.9%) para ambas condiciones de luz, en tanto que, el

consumo total de fosfato fue 71.5-69 pM (98.4-95.4%).
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Figura 21. Cambios en concentracion de nitrato en cultivos estaticos de Tetraselmis
suecica en diferentes irradiancias y tres concentraciones de nutrientes: a) 441.5/18.1; b)
883/36.3; ¢) 1766/72.6 uM de NaNO3y/NaH,PO,. La barra vertical indica el error estandar
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7.1.3.- Composicion proximal celular

7.1.3.1.- Proteinas

Tanto la concentracion de nutrientes como la intensidad de luz tuvieron un efecto
significativo (P<0.001) en el contenido promedio de proteinas de I. swecica, con una
interaccion significativa entre los factores (P<0.001).

Célulés creciendo en la condicion baja de nutrientes tuvieron mayor concentracion de
proteinas al inicio del cultivo que aquellas cultivadas en la condicion media y alta de
nutrientes (Fig. 23). La comparacion por factor luz, dentro del nivel bajo de nutriente
(Fig.23a) y dia 1 de cultivo mostr6 que no existen diferencias significativas (P=0.51) entre
los valores promedio de proteina por célula. Durante los dias subsecuentes del cultivo
(fase exponencial), se encontrd que el contenido de proteina en 50 pmol quanta m? st es
mayor y significativo (P<0.001) respecto a las demés condiciones de luz evaluadas (Fig.
23a). Asimismo, la proteina celular disminuy6 marcadamente éon la edad del cultivo, de
609.4+.29.2 y 580.3+25.72 pg célula™ a valores de 269.13+ y 199.5+16.9 pg célula’ en
irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s, mientras que, en irradiancias de 300 y 750
pmol quanta m? s la proteina disminuyd de 599.6+4.34 y 623.5+33.88 pg célula™ a
valores de 122.8+5.43 y 121.3+33.85 pg célula” respectivamente. Para la fase de lento
crecimiento (del cuarto dia al séptimo dia) los cultivos en irradiancias de 300 y 750 pmol
quanta m™ s incrementaron ligeramente la proteina por célula, mientras que en cultivos
creciendo en 50 y 150 pmol quanta m™ s™* se observé lo contrario (Fig. 23a).

Al comparar la condicion baja contra la condicion de medio nutriente se encontrod que
no difieren entre si (P<0.001), pero la comparacion por factor luz dentro del nivel medio

de nutriente (Fig.23b) y dia 1 de cultivo, mostré que el valor promedio de proteina por
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célula en T, suecica en el tratamiento de 300 pmol quanta m? s (558.4424.76 pg célula™)
es mayor y significativo (P<0.001) respecto a los valores (443.1£1.50 y 438.9429.15 pg
célula™) registrados en 50 y 150 pmol quanta m? s, En el segundo dia se observo la
mayor disminucion de proteina por célula en 7. swecica, con valores promedio similares
de 187.4+17.41 y 188.7£1.20 pg célula™ en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m™s™.
Estos valores fueron menores y significativos (P<0.001) respecto a los registrados en 50 y
150 pmol quanta m? s (279.4+10.39 y 239+5.61 pg célula™ respectivamente). Del tercer
al séptimo dia de cultivo, la proteina por célula continué disminuyendo gradualmente en
todos los tratamientos de luz (Fig. 23b), y diferencias no significativas (P>0.05) fueron
encontradas para esta etapa del cultivo. Los valores promedios de proteina por célula al
final del experimento fueron 80.69+4.68 y 72.3+0.82 pg célula’ en irradiancias de 50 y
150, mientras que, en 300 y 750 pmol quanta m™ s la concentracion promedio fue de
96.7 +7.69 y 89.2+0.94 pg célula™ respectivamente.

Por otro lado, los resultados del contenido de proteina por célula entre la condicion
media y alta de nutrientes no difieren entre si (P=0.090). Pero al comparar esta ultima
contra la condicion baja de nutrientes si hubo diferencias (P<0.001).

La comparacion por factor luz, dentro de la condicion de alto nutriente en el dia 1 de
cultivo, no mostré diferencias (P=0.982) en el contenido de proteina por célula
(554.2442.35 y 543.4+12.69 pg célula™) entre 150 y 300 pmol quanta m™ s™. Asimismo,
entre 50 y 750 pmol quanta m™ s (421.1416.92 y 368.6426.79 pg célula™) tampoco
hubo diferencias (P=0.280). Pero, la concentracion promedio de proteina obtenida en 150
y 300 difieren (P<0.001) de los resultados obtenidos en 50 y 750 umol quanta m? s

(Fig. 23c). Como en el tratamiento anterior, una tendencia similar en la disminucion de
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proteinas fue observada en el segundo dia, que corresponde al crecimiento exponencial de
T. suecica. Después de este tiempo, variaciones menores en el contenido promedio de
proteinas fuleron observadas con la edad del cultivo, con valores finales de 88+2.31 y
73.3+0.04 pg célula™ para irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m” s™ y concentraciones
promedio de 86.6+1.10 y 83.7+0.28 pg célula™ en 300 y 750 pmol quanta m? 57, sin

diferencias significativas (P=0.269) entre los diferentes niveles de luz evaluados (Fig. 23c).
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Figura 23. Contenido promedio de proteinas en Tefraselmis suecica cultivada en 2.9 L
bajo diferentes irradiancias y tres combinaciones de NaNOs/NaH;PO4: a) bajo nutriente
441.5/8.1; b) medio nutriente 883/36.3, y c¢) alto nutriente 1766/72.6 pM. La barra
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7.1.3.2.- Carbohidratos

El contenido de carbohidratos en 7. swecica mostré principalmente tendencias
opuestas a aquellas observadas en las proteinas. Esto se present6 en todas las condiciones
de nutrientes y luz evaluadas, excepto en la condicion alta de nutriente y bajas irradiancias
(Fig. 24c¢).

La concentracion de carbohidratos fue afectado significativamente tanto por la
concentracion de nutrientes (P<0.001) como por la intensidad de luz (P<0.001) y hubo
una interaccion significativa (P<0.001) entre los dos factores. El contenido de
carbohidratos en la condicion baja de nutrientes e irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m*
s' se incrementd de 6.442.8 y 7.140.38 a 2042.0 y 55.740.80 pg célula” durante el
crecimiento exponencial respectivamente, mientras que en irradiancias de 300 y 750 pumol
quanta m” s el incremento fue mayor y significativo (P<0.001) respecto a las bajas
irradiancias, con valores promedio iniciales de 613 y 942.6 ‘pg célula™, los cuales se
incrementaron rapidamente durante los primeros cuatro dias del cultivo, a valores de
84.8+10.7 y 91.940.53 pg célula” (Fig. 24a). Posterior a la fase exponencial, el contenido
de carbohidratos en las condiciones de 300 y 750 pmol quanta m* s disminuy6 (dia 5-7) a
valores similares (67.946.3 y 67.546.6 pg célula”, respectivamente). Por el contrario, en
las células creciendo en 50 y 150 pmol quanta m* s, el contenido de este constituyente
celular continubé aumentando durante la fase de lento crecimiento, hasta valores finales de
93.5+0.01 y 101.3+0.65 pg célula™ (Fig. 24a).

La comparacion por factor nutriente, mostr6 que el contenido promedio de
carbohidratos en 7. suecica entre la condicion de bajo y medio nutriente fue significativa

(P<0.001). Al comparar el contenido de carbohidratos en los diferentes niveles de luz, T.
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suecica tuvo la menor cantidad de este constituyente en irradiancias de 50 y 150 pmol
quanta m” s, con valores iniciales de 14.5+5.0 y 14.440.40 pg célula”, los cuales
tuvieron poca variacion en los primeros dias, presentando resultados similares (21.943.5 y
2141.7 pg célula™) al final del crecimiento exponencial (4 dia; Fig. 24b), mientras que, los
cultivos en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m™? s™ fueron mayores y significativos
(P<0.001), con valores iniciales de 26.6+1.20 y 23.7+0.09 pg célula”, incrementandose
con el tiempo del cultivo a concentraciones promedio de 65.8%1.1 y 62.4+3.2 pg célula™
durante la fase exponencial (Fig.24b). En la fase de crecimiento lento, el contenido de
carbohidratos por célula en 50 y150 pmol quanta m” s’ se incrementd a 42.7+1.2 y
74.440.6 pg célula” con diferencias significativas (P<0.001) entre estos niveles de luz. En
las condiciones de alta irradiancia (300 y 750 pmol quanta m?s™), 7. suecica tuvo valores
similares (94.144.6 y 95.4+1.2 pg célula™) al final del periodo de cultivo, siendo estos
significativos (P<0.001) respecto aquellos de baja irradiancia en la fase de lento
crecimiento (Fig. 24b).

Al comparar el contenido de carbohidratos de 7. suecica entre la condicion alta versus
media y alta versus bajo nutriente se encontré una notable diferencia (P<0.001).
Asimismo, a diferencia de los resultados arriba mencionados, en la condicion de alto
nutriente el contenido de carbohidratos de 7. swecica en 50 y 150 pmol quanta m™ s™ no
mostré diferencias significativas (P>0.05) y presentd poca variacion con el tiempo de
cultivo. En cambio, en 300 y 750 pmol quanta m™ s™ la concentracion de carbohidratos
por célula se incrementé después del cuarto dia, lo cual coincide con la fase de lento

crecimiento (Fig. 24c).
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7.1.3.3.- Lipidos

El contenido de lipidos en 7. suecica mostré una tendencia a disminuir marcadamente
en los primeros tres dias del cultivo y particularmente en la condicion de luz de 50 pmol
quanta m’ s se registrd la mayor cantidad de esta biomolécula por célula (Fig. 25), con
diferencias significativas (P<0.001) respecto-a los valores promedios observados en los
diferentes niveles de luz evaluados dentro de cada condicion de nutrientes.

Al comparar el nivel de lipidos en el primer dia de cultivo (Fig. 25a) de 7. suecica en
la condicion de bajo nutriente, se encontraron diferencias significativas (P<0.001) entre las
distintas irradiancias, excepto entre 150 y 300 pmol quanta m? s' (P=1.0). En
intensidades de luz de 50 y 750 pmol quanta m” s™ la concentracion promedio de lipidos
por célula fue 216.5£42.5 y 144.1+21.1 pg cél", las cuales son mayo.res que las
observadas en 150 y 300 pmol quanta m™” s, teniendo estas ultimas valores similares
(88.1+15.6 y 88.7427.5 pg cél”). Después del primer dia, el ni?el de lipidos en 50 y 150
pmol quanta m™” s disminuy6 a 63.3+7.2 y 30.542.0 pg cél™! para el cuarto dia, mientras
que en 300 y 750 pmol quanta m? s’ se obtuvieron valores medios de 26.843.0 y
36.9+1.3 pg cél’. Estos resultados reflejan que las células estuvieron creciendo
exponencialmente, aunque su nivel de lipidos estuvo siendo modificado tanto por la
intensidad de luz como por la edad del cultivo. Al final, el contenido de lipidos en células
cultivadas en 750 pmol quanta m™ s se incrementd a 64+20.8 pg cél”, mientras que los
valores promedio entre las irradiancias de 50, 150 y 300 umol quanta m? 5™ (Fig. 25a)
fueron similares y no significativos (P=0.48).

En la condicién media de nutrientes (Fig. 24b) el contenido inicial de lipidos de T.

suecica fue menor que los registrados en la condicion baja de nutrientes. La comparacion
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por factor luz dentro de esta condicion de nutrientes y primer dia de cultivo mostré solo
diferencias significativas (P<0.001) entre las irradiancias 50 versus 150 y 50 versus 750
pmol quanta m” s, con valores promedios iniciales de 172.9+43.2 y 90.2+4.4 pg cél’ en
irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s™. Los cultivos expuestos a irradiancias de 300
y 750 pmol quanta m™ s™ no mostraron diferencias significativas (P=0.539), registrando
concentraciones medias de 130.742.7 y 108.1+7.5 pg cél’. Durante el crecimiento
exponencial el contenido de lipidos en 7. suecica disminuy6 a 46.843.9 y 36.8+0.19 pg
cél” en irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m™ s, en tanto que en irradiancias de 300 y
750 pmol quanta m? s™' las concentraciones de estas macromoléculas se mantuvieron en
27.240.76 y 32.5+1.0 pg cél”' para el cuarto dia del cultivo. A partir de este tiempo, el
contenido de lipidos en las células cultivadas en las distintas intensidades de luz, presento
poca variacion, registrando valores finales entre 22.842.7 y 3243.7 pg cél’, sin diferencias
significativas (P=0.482) entre los diferentes niveles de luz (Fig. 25b).

En comparacion con los resultados antes mencionados, 7. swecica registré la menor
concentracion inicial de lipidos en la condicion alta de nutrientes (Fig. 25¢), denotandose
diferencias significativas (P<0.05) en el primer dia entre 50 versus 300 y 50 versus 750
pmol quanta m? s, Los valores medios obtenidos en 50 y 150 pmol quanta m? s
(134+14.9 y 108.4+19.6 pg cél™) fueron mayores a los registrados en irradiancias de 300 y
750 pmol quanta m? s (72.845.6 y 80.6£16.4 pg cél” respectivamente). En los dias
posteriores los niveles de lipidos mostraron una tendencia disminuir a mediada que el
cultivo se desarrollaba. En el cuarto dia que corresponde a la fase final del crecimiento

exponencial, la concentracion de lipidos por célula disminuyé el 29 y 21 porciento con

respecto al primer dia en irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m” s™ (39.1+£1.3 y
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23.6143.2 pg cél™), mientras que para las condiciones de 300 y 750 pmol quanta m?s”, la
reduccion en el nivel de lipidos por célula fue 49.5 y 41.6 porciento (36.1+2.8 y 33.613.1
pg cél™). Del cuarto al séptimo dia de cultivo la variacion en el contenido de lipidos de 7.
suecica en los distintos niveles de luz se mantuvo con poca fluctuacion (entre 21.3£5.3 y
37.7+1.3 pg cél™), observandose al final un incremento de 5247.2 pg cél” en 150 pmol
quanta m” s, mientras que en el resto de las condiciones de luz evaluadas, la
concentraciéon de lipidos por célula fue similar (27.8+0.67, 32.4+1.8 y 28.7+1.7 pg cél'™;

Fig. 25c).
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Figura 25. Contenido promedio de lipidos en Tetraselmis suecica cultivada en 2.9 L bajo
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7.1.4.- Pigmentos

Los pigmentos identificados y medidos en Tetraselmis suecica fueron clorofila a,
clorofila b la cual es un pigmento accesorio fotosintético y otro grupo de pigmentos no
fotosintéticos cuya funcion principal es proteger el centro de reaccion fotosintético contra
la influencia destructiva de radiacion dafiina. En este ultimo grupo se incluyen neoxantina,
violaxantina, luteina y o+j3-caroteno.

Al analizar los resultados de las diferentes razones de pigmentos accesorios respecto a
la clorofila a se encontrd que tanto la concentracion de nutrientes como la intensidad de
luz tuvieron un efecto significativo (P<0.001) en la proporcion de pigmentos de 7.
suecica. Sin embargo, al evaluar el efecto interactivo entre nutriente y luz en las distintas
razones de pigmentos, se encontraron solo diferencias significativas para las siguientes
razones: violaxantina/clorofila a (P=0.002), a+B-caroteno/clorofila a (P=0.013) y clorofila
b/clorofila a (P<0.001). |

Cuando 7. suecica se cultivo en bajo nutriente, la concentracion promedio de los
pigmentos accesorios respecto a la clorofila @ mostraron cambios cuantitativos en su
composicion de pigmentos, relacionados principalmente a la intensidad de luz. Estos
cambios en la razon promedio de pigmentos accesorios/clorofila a son presentados en la
figura 26. En esta condicion de nutrientes, la razon promedio de clorofila b/clorofila a fue
casi siempre mayor en intensidades de luz de 50 y 150 umol quanta m” s, con valores
minimos de 0.51 y méximos de 0.59. En intensidades de 300 y 750 pmol quanta m™ s™ la
razon promedio de clorofila b/clorofila a siempre fue menor, con valores minimos de 0.43
y méaximos de 0.50 (Fig. 26a). También se observo que esta razon promedio de pigmentos,

presentd poca variacion con respecto al tiempo de cultivo en las distintas irradiancias, sin
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embargo diferencias significativas (P<0.001) resultaron - de la comparacion entre
irradiancias de 150 contra 300 y 750 en los primeros 4 dias de cultivo, en tanto que en los
tiltimos tres dias, la razon promedio de clorofila b/clorofila a en irradiancia de 50 resulto
significativa respecto a 150, 300 y 750 (Fig. 26a).

En el caso de las razones promedio de luteina y o+ caroteno/clorofila @ mostraron
diferencias significativas (P<0.001) entre las cuatro irradiancias, excepto que la razon

1 no fue

promedio de o+ caroteno/clorofila a entre 50 y 150 pmol quanta m? s
significativa (P=0.794) en los primeros cinco dias. Asimismo, se observo un incremento en
las razones luteina y a+B caroteno/clorofila a de bajas a altas irradiancias (Fig. 26b, €). El
contenido celular de luteina y o+ caroteno en 7. suecica fue relativamente bajo, asi que,
las razones de luteina/clorofila a@ en bajas irradiancias (50 y 150 pmol quanta m? s™)
variaron entre 0.0693+0.001 y 0.152940.005, en tanto que las razones o+f
caroteno/clorofila a variaron entre 0.0581+0.001 y 0.0934+0.0006. En cambio en altas
irradiancias (300 y 750 pmol quanta m™ s™), la proporcién de luteina/clorofila a vari6
entre 0.111740.0001 y 0.2048+0.0018, mientras que, la razéon o+f3 caroteno/clorofila a
vario entre 0.0691+0.0015 y 0.2260+0.00086. Cabe sefialar que la mayor proporcion de
estos pigmentos se encontré en irradiancias de 750 pmol quanta m™ s™ (Fig. 26b, e).

La razon promedio del pigmento neoxantina/clorofila @ no present6 diferencias en
altas irradiancias (razones entre 0.05 y 0.06), mientras que en bajas irradiancias las razones
se incrementa hasta 0.10 con la edad del cultivo. Sin embargo, la proporcion de
neoxantina/clorofila a en 7. suecica fue mayor en bajas irradiancia (Fig. 26¢). La razén de

violaxantina/clorofila a disminuyen con el tiempo de cultivo en altas irradiancias, mientras

que en bajas irradiancias permanecen con poca variacion (razones entre 0.0568+0.0001 y
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0.07550+0.0003) sin diferencias significativas (P=0.917) entre estas irradiancias durante el
cultivo.

La feofitina a es un producto de degradacion de la clorofila a que resulta del
envejecimiento de las células en el cultivo. Las razones promedio de feofitina a/clorofila a
variaron en funcion de la irradiancia, encontrandose que para todas las irradiancias
evaluadas, la proporcion de este pigmento respecto a la clorofila a varié entre el 0.27% y
0.69%. Los resultados también mostraron que el porcentaje de la razon feofitina

al/clorofila a se incrementa con una disminucion en la irradiancia (Fig. 26f).
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Figura 26. Razon promedio de pigmentos accesorios/clorofila a de Tetraselmis suecica, en
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Cuando 7. suecica se cultivo en la condicion de medio de nutriente, la razon promedio
de clorofila b/clorofila a (Fig. 27a) fue muy similar a aquella obtenida en bajo nutriente.
Aqui la razon clorofila b/clorofila a también fue mayor en irradiancias de 50 y 150 pmol
quanta m™ s, con valores minimos de 0.509610.006 y maximos de 0.6173+0.028. En
cambio la razon promedio de clorofila d/clorofila a en microalgas creciendo en altas
irradiancias registraron valores minimos de 0.4644+0.0006 y méaximos de 0.5306+0.0121,
con diferencias significativas (P<0.001) entre bajas y altas irradiancias.

El efecto mas pronunciado de la irradiancia puede ser visto en las razones promedio de
luteina y o+p caroteno/clorofila @ en I. swecica. Dichas razones aumentaron con un
incremento en la intensidad de luz (Fig. 27b, €). En irradiancias de 300 y 750 pmol quanta
m? s las razones de estos constituyentes celulares son mayores que aquellos encontrados
en irradiancias de 50 y 150 pmol quanta m” s, El procedimiento de comparacion multiple
mostrd que las razones promedio de luteina/clorofila a éntre irradiancias difieren
(P<0.001). En cambio al comparar las razones de o+ caroteno/clorofila a entre 750
contra 50, 150 y 300 pmol quanta m” s resultaron significativas. En el caso de las
proporciones de neoxantina/clorofila @ sus valores promedio fueron mayores en bajas
irradiancias (50 y 150 pmol quanta m? s™'; Fig. 27c) y difieren (P<0.001) de las razones
promedio obtenidas en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m” s. Las razones
promedio de violaxantina y feofitina/clorofila a fueron mas consistentes con el tiempo de
cultivo y el efecto de la irradiancia es poco evidente. La razon violaxantina /clorofila a
solo mostr6 diferencias significativas (P<0.001) entre irradiancias de 300 y 750 pmol

quanta m> s’ (Fig. 27d). En cuanto a los foepigmentos, las razones promedio de
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feofitina/clorofila @ en todas las condiciones de luz varié entre el 0.38% (0.0038+0.0001)

y 0.95% (0.0095+0.003) (Fig. 27 f).
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cultivos estaticos en diferentes irradiancias y 883/36.3 pM de NaNO3/NaH,PO,. La barra

vertical indica el error estandar (n=2).



105

En la condicién de alto nutriente, la proporcion promedio de clorofila b/clorofila a de
T. suecica permaneci6 relativamente constante en las cuatro diferentes tratamientos de
luz (Fig. 28a). Sin embargo, esta proporcion promedio casi siempre fue mayor en bajas
intensidades de luz (50 y 150 pmol quanta m? s™') que en altas intensidades de luz (300 y
750 pmol quanta m” s). Los valores de la razon promedio de clorofila b/clorofila a para
las condiciones de 50 y 150 variaron entre 0.5234:+0.008 y 0.7526+0.057, mientras que,
para las condiciones de 300 y 750 fueron menores, resultando razones minimas de
0.457240.006 y méaximas de 0.5577+0.026. No hubo diferencias significativas (P=1.000)
al comparar los valores promedios de las razones entre 50 y 150, asi como también entre
300 y 750 pmol quanta m™ s

Las razones luteina/clorofila a fueron generalmente afectadas por la intensidad de luz
(Fig. 28b), aunque disminuyen con el tiempo de cultivo, sus valores promedio en 50 y 150
pmol quanta m? s fueron bastante similares y variaron ‘entre 0.0571£0.00006 y
0.0928+0.002 sin diferencias significativas (P=0.311). En cambio las razones promedio de
luteina/clorofila @ en 300 y 750 pmol quanta m? s varian entre 0.0860+0.0007 y
0.1376+0.0016 con diferencias significativas (P<0.001) entre estas condiciones de luz.
Ademés, estas razones son mayores y significativas (P<0.001) respecto aquellas
encontradas en bajas irradiancias.

Las razones promedio de neoxantina/clorofila @ en 50 y 150 pmol quanta m? !
tienden a incrementarse con el tiempo de cultivo y los valores varian notablemente de
0.0696+0.005 a 0.1382+0.008 (Fig. 28c¢), sin diferencias significativas (P=0.671) entre
estas condiciones de luz. Mientras que, en irradiancias de 300 y 750 pmol quanta m?s?

los valores de las razones de estos constituyentes celulares permanecen con poca variacion
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(0.0613+0.0004 y 0.08081+0.001) con respecto al tiempo de cultivo, sin diferencias
(P=0.078). Las razones promedio violaxantina/clorofila a no fueron significativamente
afectadas (P>0.05) por la intensidad de luz y permanecen con poca variacion con respecto
al tiempo de cultivo (Fig. 28d). Asimismo, los valores promedio en las razones o+
caroteno/clorofila @ son similares (entre 0.0631:+0.0005 y 0.0867+0.008; Fig. 28¢) y no
significativos (P>0.05) entre irradiancias de 50, 150 y 300 pmol quanta m™ s™, mientras
que en 750 pmol quanta m? s los valores de estas razones de pigmentos se incrementan
de 0.0755+0.006 a 0.121440.013. La razon de feofitina/clorofila a en las diferentes

condiciones de luz varié de 0.53% (0.00530.0001) a 0.81% (0.0081:+0.0004) (Fig. 28f).
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7.1.5.- Discusion
7.1.5.1.- Cultivo de Tetraselmis suecica

El efecto de la intensidad de luz y concentracion de nutrientes en la densidad celular de
T. suecica se muestra en la Fig.20. Se observa que conforme se incrementa la
concentracion de nutrientes y la intensidad de luz, la densidad celular también incrementa,
por tanto la interrelacion entre la luz y nutrientes es claramente demostrada para esta
especie en las condiciones de cultivo especificadas en este estudio. Cultivos en baja
concentracion de nutrientes resultaron en menor produccion de biomasa, porque
estuvieron limitados en nutrientes para su crecimiento en menor tiempo (Fig. 20a), que
aquellos cultivos que fueron expuestos a mayor concentracion de nutrientes (Fig. 20b, c).
Sin embargo, al examinar la tasa especifica de crecimiento en las distintas condiciones de
luz, se encontraron mayores tasas de crecimiento asociadas con baja concentracion de
nutrientes. Esta respuesta fisiologica es comun en células que tienen una alta afinidad por
nutrientes, lo cual sugiere que 7. suecica tuvo altas tasas de crecimiento cuando el factor
limitante primario en estas condiciones de cultivo es el nutriente. Es importante sefialar
que esta especie se aclimat6 a las distintas concentraciones de nutrientes antes de su uso,
lo cual permitié conocer de mejor manera su respuesta en distintas condiciones de luz y
nutrientes. En consecuencia, de la misma manera que 7. suecica se aclimat6 a limitacion
de nutrientes, el aparato fotosintético también se aclimata a cambios en la irradiancia.
Asimismo, es importante cuantificar la tasa de crecimiento de especies individuales en
diferentes condiciones de luz y nutrientes, porque estos factores modifican la tasa de
crecimiento y permiten entender los cambios cuantitativos en comunidades del

fitoplancton marino (Clark, 2001). Otros estudios (Voltolina ef al., 1998) también sefialan
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la importancia de tomar en cuenta el historial nutricional de cada alga para su evaluacion
en medios alternativos lo que permite incrementar su produccién de biomasa.

Por otra parte, la similitud en el numero total de células en cultivos creciendo en 50
pmol quanta m™ s y distintas concentraciones de nitrégeno y fosforo, indican limitacion
por luz para el crecimiento celular de 7. suecica. Indirectamente, esta limitacion por luz
representa un inadecuado suministro de carbon inorgénico para la fotosintesis, lo cual
produjo baja biomasa comparado con aquellos cultivos que fueron expuestos a altas
irradiancias. Estos hallazgos sugieren que alta intensidad de luz es importante porque
determina mayor produccién celular en cultivos masivos en acuacultura. Es dificil
comparar los resultados de este estudio con aquellos de la literatura, con respecto al
efecto interactivo entre diferentes intensidades de luz y nutrientes, porque la densidad
celular de 7. suecica varié en diferentes condiciones de cultivo. Por ejemplo el crecimiento
puede ser controlado ya sea por cantidad de luz suministrada durante el dia, la condicion
de nutrientes o el fotoperiodo. Estudios hechos por Lourenco e al. (1998) cuantifican
densidades celulares durante 9 dias para Tetraselmis gracilis de aproximadamente 7.19 x
10° cél mL™" en 300 pmol fotones m™ s, fotoperiodo 12:12 h luz-oscuridad en medio
Conway. Qin ef al. (1999) reportan densidades de 1.75 x 10° cél mL™" para T. suecica en
medio f/2 e irradiancias de 315-375 pmol fotones m™s™, mientras que, estudios hechos
por Renaud ef al. (1999) reporta valores entre 1.78-1.85 x 10% cél mL™" para Tetraselmis
sp en medio /2 y 80 + 2 pmol foton m? s, Otros estudios, evaluan el crecimiento
autotrofico de T. suecica en medio /2, 140 pmol fotones m™ s™ y fotoperiodo 12:12 h
luz-oscuridad, obteniendo 31.12 x 10° cél mL™ en una semana (Qtae Jo, ef al., 2004).

Meseck ef al. (2005) también observaron que tanio la intensidad de luz como el
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fotoperiodo tienen un efecto significativo en la densidad celular de Tetraselmis chui. Sus
resultados indican que en intensidad de luz 220 pEinst. m? s y fotoperiodo continuo
(24:0 h luz-oscuridad) se obtienen maximas densidades celulares de 2.833 + 0.141 x 10°
cél mL™". Algunos resultados del presente estudio concuerdan con aquellos de la literatura
antes mencionados, sobre todo los cultivos que se llevaron a cabo en irradiancias entre
150 y 300 pmol quanta m™ s' y medio f/2, el cual es el equivalente a la condicion media
de nutrientes usada en este trabajo. Por otra parte, si se toman en cuenta otros factores
como el fotoperiodo, su duracion y altas intensidades de luz, se obtienen mayores
densidades celulares (Meseck et al., 2005). Si bien, estos antecedentes sugieren que otras
variables modifican la densidad celular de 7. suwecica. Los resultados de este estudio
indican que, incrementos en la intensidad de luz y concentracion de nutrientes, también

producen mayor densidad celular de 7. suecica.

7.1.5.2.- Consumo de nutrientes (NO; ", PO;")

El consumo de nitrato y fosfato por el fitoplancton en cultivo es derivado del proceso
fotosintético y la actividad fotosintética puede ser modificada por diferentes intensidades
de luz. En las condiciones de cultivo evaluadas, la eficiencia en la utilizacion de la energia
que proviene de la luz, fue uno de los factores que modifico la densidad celular en los
cultivos (Fig. 20) y por tanto el consumo de nutrientes (Fig. 21, 22). El consumo de
nitrato y fosfato por 7. swecica estuvo estrechamente relacionado con la intensidad de luz,
de tal forma que conforme se increment6 la intensidad de luz, la densidad celular también
increment6, originando mayor consumo de nitrato y fosfato. Asi en bajas intensidades de

luz (50 y 150 pmol quanta m” s™) el consumo de nutrientes siempre fue menor que en
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intensidades de luz de 300 y 750 pmol quanta m? s, Estas diferencias en irradiancias
pudieron haber conducido a fluctuaciones igualmente rapidas en energia celular, debido a
que cultivos en bajas intensidades de luz mostraron siempre menor crecimiento celular que
aquellos de altas intensidades de luz. En referencia a estos resultados, se ha documentado
que especies pertenecientes a la clase cloroficea, como es caso de T. suecica tienden a
tener mayor punto de compensacion de luz que especies pertenecientes a otras clases.
Ademas, las especies de la clase prasinophycea pueden tolerar mayores irradiancias para el
crecimiento en cultivo y desarrollarse en ambientes donde las condiciones de luz incidente
son muy altas (Kirk, 1994). Estas observaciones concuerdan con los resultados aqui
presentados, lo cual podria explicar el mayor consumo de nitrato por el alga en altas
intensidad de luz.

Por otra parte, de los experimentos en bajo y medio nutriente en las condiciones de
300 y 750 pmol quanta m?s’ se observd que durante los primeros tres dias de cultivo,
que corresponden a la fase exponencial de crecimiento de T. suecica, la concentracion
residual de nitrato y fosfato disminuyo a condiciones limitantes (Fig. 21a, b; 22a, b). Esto
se debe a que cultivos en esta fase, demandan mayor consumo de nutrientes, debido al
incremento en la duplicacion celular. Cuando 7. suecica se cultivo en condiciones altas de
nutrientes, el consumo de nitrato y fosfato fue 4 y 2 veces mayor que en bajo y medio
nutriente respectivamente. El consumo de nutrientes también estuvo fuertemente
influenciado por altas intensidades de luz (Fig. 2lc; 22c). Estos resultados son
consistentes con las variaciones en la densidad celular, siendo esta mayor que aquellas
observadas en bajo y medio nutriente. Observaciones similares han sido realizadas por

Meseck ef al. (2005) quien indica que cultivos de Tetraselmis chui en fotoperiodo
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continuo y altas irradiancias (220pEinst. m? s™) producen mayor biomasa celular, un
mayor consumo de nitrato y fosfato en menor tiempo, comparados con cultivos en menor
fotoperiodo y menor intensidad de luz. Needoba y Harrison (2004) también observaron
que el consumo de nitrato fue relativamente constante en cultivos de varias especies de
fitoplancton en luz continua. Una implicacion ecologica importante de los resultados de
este estudio, es que las altas tasas de crecimiento observadas en altas irradiancias resultan
en una rapida asimilacion de nutrientes, lo cual proporciona una ventaja para esta especie
comparada con otras especies de fitoplancton del ambiente marino, que también estaran
creciendo en altas condiciones de nutrientes tipicas de principios de primavera, donde los
florecimiento de otros grupos de fitoplancton (diatomeas) son comunes. En el caso de
células creciendo en bajas irradiancias la relacion entre la tasa de crecimiento y consumo
de nutrientes estuvo determinada por la intensidad de luz, debido a que modificaciones en
la condicion de luz cambio el consumo tanto de nitrato como de fosfato. El elevado
consumo de nitrato y fosfato en tratamientos con alta irradiancia sugieren que, en cortos
periodos de tiempo 7. swecica obtiene suficiente energia para la fotosintesis e incrementa
sus reservas de nitrogeno y fosforo. Las reservas resultantes pueden entonces sostener
crecimiento en ausencia de cualquier suplemento externo de nutrientes. Por lo tanto, el
consumo de nutrientes, y las tasas de crecimiento observadas en los diferentes
tratamientos evaluados indican que 7. swecica esta limitada por luz en irradiancias

menores que 150 pmol quanta m™? 5™, sin considerar la concentracion de nutrientes.
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7.1.5.3.- Composicion proximal cellular

El patron metabolico caracteristico de la fase exponencial es aquel en el cual una
alta capacidad fotosintética es dirigida a la produccion de proteinas y otros constituyentes
celulares involucrados en el crecimiento celular en vez de productos de reserva u otros
materiales celulares. Los resultados aqui presentados muestran que células de 7. suecica
en fase exponencial tienen una mayor proporcion de proteina por célula que aquellas en
fase estacionaria. La composicion en proteinas, lipidos y carbohidratos de la especie bajo
estudio, mostré diferentes tendencias; el nivél de proteinas y lipidos (Fig. 23, 25)
disminuyé notablemente en los primeros tres dias de cultivo, mientras que, el nivel de
carbohidratos (Fig. 24) se incrementd con el desarrollo del cultivo en todas las
condiciones experimentales evaluadas. De estos resultados se puede inferir que el carbon
fijado en la fotosintesis se incorpord a los aminoacidos pero debido a que las células de 7.
swecica estan en crecimiento activo durante la fase exponencial, la alta proporcion de
carbon fijado fotosinteticamente es redistribuido en nuevas células conteniendo las
proteinas, y esta es una posible razén que explica la disminucién de las proteinas. Caso
contrario ocurrié con la produccion de carbohidratos, los cuales son productos de reserva
o materiales que conforman la pared celular de 7. suecica. Al respecto, F ernandez-Reiriz
(1989) analizo siete especies diferentes de microalgas marinas, todas creciendo en
condiciones fisico-quimicas similares y analizadas en tres fases de crecimiento diferentes.
Sus resultados indican que el contenido de proteinas se incrementd en la fase final del
cultivo para el caso de diatomeas y Rhodomonas sp. y disminuyo en Isochrysis galbana,
Pavlova lutheri y Tetraselmis suecica, esto ultimo concuerda con lo observado en este

estudio para el caso de 7. swecica. Ademas, es importante sefialar que el estudio arriba
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mencionado reporta valores de proteinas para 7. suecica de 65.6 pg célula” después de
siete dias de cultivo. Fabregas et al. (1995) encontré un méaximo de proteinas en 1.
suecica de 94.3 pg célula”. Al comparar los resultados antes citados con los observados
en el presente estudio (Fig. 23) resultan ser menores que los encontrados en las distintas
condiciones ambientales y mismo tiempo de cultivo.

De los resultados de carbohidratos, se observo un incremento en la produccion de este
constituyente celular durante la fase exponencial solo en los tratamientos de bajo y medio
nutriente, denotandose un alto contenido de carbohidratos por célula en cultivos
expuestos a altas irradiancias (Fig. 24a, b). En este caso, altas intensidades de luz
promueven en mayor medida la sintesis de carbohidratos, probablemente debido a que la
proporcion de carbon fotoasimilado que esta entrando a la fraccion de proteinas
disminuye. Los valores de lipidos presentan la misma tendencia que las proteinas, la
concentracion por célula fue modificada por la edad del cultivo, y mostraron una notoria
relacion positiva con el consumo de nitrato y fosfato (Fig. 21, 22). Aparte de las
diferencias en el tiempo de cultivo, la condicion de nutrientes y la intensidad de luz
también tienen efecto en el contenido de lipidos, al menos esto fue mas evidente en la
condicién de bajo nutriente y baja irradiancia (50 pmol quanta m? s, donde la cantidad
de lipidos por célula siempre fue mayor durante los primeros tres dias de cultivo, asociado
con la fase de crecimiento exponencial (Fig. 25a). Estos hallazgos también estan
relacionados con el aumento celular de pigmentos en baja irradiancia (Fig. 26-28), ya que
al disminuir la disponibilidad de luz en los cultivos densos, causa un incremento
simultaneo en el contenido de pigmento (Jeffrey y Vesk, 1977) y en la abundancia de

membranas tilacoidales las cuales estan constituidas por una doble capa de lipido
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(Campbell, 1996), lo cual podria explicar el incremento en contenido de lipido por célula
en las diferentes condiciones de nutrientes (Fabregas ef al. 1995).

El efecto combinado de distintas condiciones de nutrientes y luz modifico de manera
importante no solo en el crecimiento, sino también, la composicion celular de T. suecica.
Cuando la intensidad de luz se incrementd de 50 a 750 pmol quanta m? s la produccion
de carbohidratos por célula se incrementd. Observaciones similares han sido hechas por
Friedman ef al. (1991) quien reporta un incremento de tres veces la concentracion de
carbohidratos (polisacaridos), en cultivos de Porhyrdium sp. y Porhyrdium aerugineum,
cuando la intensidad de luz se incrementé de 75 a 300 pmol m™ s, También Tredici ef al.
(1991) demostré que la sintesis de carbohidratos en cultivos externos de Spirulina
platensis fue significativamente mayor en dias soleados que en dias nublados. Otros
estudios ( Burner ef al. 1989; Choen, 1999); con microalgas de varios grupos sugieren
que el contenido celular de lipidos y acidos grasos poliinsatufados (PUFA), incluyendo
eicosapentanoico, estin inversamente relacionados con la intensidad de luz para el
crecimiento, lo cual concuerda con los resultados expuestos en el presente trabajo, donde
células de T. suecica estuvieron caracterizadas por un alto contenido de lipidos bajo
condiciones limitantes de luz (50 pmol quanta m™ s™) en los primeros cuatro dias (Fig.,
25). Sin embargo, esto no se puede generalizar, ya que existen excepciones, debido a que
en ciertas especies, se ha observado que alta intensidad de luz también incrementa los
niveles de PUFA, los cuales son los constituyentes mayores de las membranas de los
tilaciodes (Molina-Grima et al. 1999). Por tanto diferencias en la composicion celular de
T: suecica son debido a diferentes irradiancias y/o concentracion de nutrientes usados para

su cultivo.
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7.1.5.4.- Pigmentos

La concentracion de nutrientes no tuvo un efecto tan marcado como la intensidad de
luz en las razones de pigmentos accesorios respecto a la clorofila a. Las razones en &
suecica creciendo bajo diferentes irradiancias y concentracion de nutrientes estuvieron
generalmente dentro del intervalo de razones encontradas en prasinofitas (Schliiter ef al.,
2000; Henriksen ef al., 2002), lo cual concuerda con los resultados de este estudio.

Para los diferentes tratamientos en los cultivos experimentales, la intensidad de luz
modifico la composicion de pigmentos de 7. suecica. La razon del pigmento fotosintético
clorofila b respecto a la clorofila a aumenté con una disminucion en la irradiancia (Fig. 26-
28). La respuesta celular a una disminucion en la intensidad de luz, provoco un incremento
en otros pigmentos colectores de luz tales como la clorofila b, la cual absorbe luz en el
espectro amarillo-verde y transfiere la energia a la clorofila a. Por el contrario, en altas
intensidades de luz la razon clorofila b/clorofila a disminuyé. Estas diferencias se deben
principalmente a que en altas irradiancias el namero de centros de reaccion del fotosistema
I y II disminuyen (Maclntyre ef al., 2002). Por otro lado, en respuesta a altas intensidades
de luz otros pigmentos involucrados en la fotosintesis de 7. swecica también fueron
modificados. Resultados en la razon clorofila b/clorofila a también han sido documentados
para prasinofitas por Henriksen ef al. (2002) quien reporta valores entre 0.5 y 0.6 en la
razoén clorofila d/clorofila @ durante fase exponencial de crecimiento en irradiancias de 100
y 300 pmol fotones m” s™. Ademas, LLewellyn ef al. (2005) obtiene valores de 0.41 a
partir de analisis de Chemtax. Datos del presente estudio variaron entre 0.46 y 0.65

durante fase exponencial, lo cual concuerda con aquellos de la literatura.
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Como consecuencia de los cambios en la intensidad de luz para el crecimiento de T.
suecica, la proporcion de luteina/clorofila a aumentd de bajas irradiancias a altas
irradiancias en cultivos expuestos a diferentes condiciones de nutrientes. También la
misma tendencia fue observada en la razon o-+p caroteno/clorofila a. Los resultados aqui
presentados, son consistentes con la funcion de fotoproteccion del pigmento luteina, la
cual se considera que protege al aparato fotosintético contra dafio fotooxidativo causado
por la exposicion de células a altas intensidades de luz (Yoshii, 2006). Observaciones
respecto a la disminucion en la razon a+p caroteno/clorofila a también han sido
documentadas por Goericke y Welschmeyer, (1992b) quienes indican que la abundancia
de B caroteno disminuye con la intensidad de luz en diatomeas, mientras que, en
primnesofitas se incrementa (Moisan e/ al., 1998). La variacion en los pigmentos
accesorios respecto a la clorofila a indican el proceso mediante el cual, las células de T.
suecica disipan el exceso de energia absorbida al illcrelnenfal' la irradiancia para el
crecimiento celular. Esta respuesta puede ser vista en los resultados expresados en las
figuras 26-28 de este estudio.

Considerando la funcion fotoprotectiva de los pigmentos neoxantina y violaxantina,
podria esperarse que sus concentraciones covarien con la concentracion de pigmentos
fotosintéticos (clorofila @) y con la intensidad de luz. Sin embargo, la respuesta en las
razones de neoxantina/clorofila a en 7. swecica en los distintos tratamientos de luz y
nutrientes responden de manera diferente a lo esperado. En condiciones de baja intensidad
de luz la razon neoxantina/clorofila a siempre fue mayor que en altas intensidades de luz
(Fig. 26c-28c). Mientras que, las razones de violaxantina/clorofila a solo mostraron

variaciones menores en las diferentes intensidades de luz (Fig. 26d-28d). Investigaciones
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recientes sefialan que las razones de neoxantina/clorofila a disminuyen con un incremento
en la irradiancia (Goerike y Montoya, 1998; Henriksen et al. 2002; Maclntyre et al.
2002). Sin embargo, investigaciones realizadas por Schliiter e al. (2000, 2006) indican
que la razon neoxantina/clorofila @ permanece constante en diferentes intensidades de luz,
mientras que, las razones violaxantina/clrofila a son generalmente menos afectadas por la
intensidad de luz y tienden a incrementarse en condiciones de luz reducida. Las diferencias
entre los datos de la literatura y los presentados en este estudio, hacen dificil la
interpretacion, debido a que probablemente las variaciones en las proporciones de
pigmentos no fotosintéticos y fotosintéticos, pueden ser resultado ya sea de incrementos o
disminuciones de la clorofila por célula (Descy, 2000) o cuando un pigmento o grupo de
pigmentos disminuyen en respuesta a un cambio en el campo de luz o condiciones
ambientales (Trees ef al., 2000), otros pigmentos se incrementan para llenar este espacio
vacio. Estas observaciones sugieren cambios fotoadaptativos en respuesta a la condicion
de luz y nutriente prevaleciente en el ambiente de cultivo. En cuanto a la razén de
feofitina/clorofila @ esta fue significativamente baja (Fig. 26f-28f), de lo cual se descarta
que esta razon haya modificado las proporciones de pigmentos accesorios/clorofila a en 7.

suecica.
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8.~ Conclusiones

La densidad celular de las tres especies de fitoplancton estudiadas se incrementaron de
bajas irradiancias a altas irradiancias, pero irradiancias de 50 pmol quanta m? s limitan el
crecimiento de las especies.

El incrementd en la densidad celular de Amphidinium carteri dependio de la intensidad
de luz, y no de la concentracion de nutrientes. Para Thalassiosira pseudonana la densidad
celular se incrementd con la concentracién de nutrientes, y solo en la condicion alta de
nutrientes, diferencias significativas en la densidad celular fueron observadas en relacion a
la irradiancia. En cambio, 7. suecica incrementé su densidad celular con el incremento en
la intensidad de luz y concentracion de nutrientes.

Estos resultados demuestran que cambios simultdneos en la irradiancia y concentracion
de nutrientes afectan de manera diferente la tasa de crecimiento de diferentes especies de
microalgas marinas en cultivos estaticos.

Cultivos de A. carteri expuestos a condiciones de bajo y medio nutriente fueron
limitados por nutrientes al quinto y sexto dia, mientras que, una mayor remocion de
nutrientes se observd en 300 pmol quanta m™ s

1. pseudonana no fue limitada por nitrato y fosfato en las distintas condiciones
evaluadas, sin embargo, la remocion de silicatos fue del 98% en los primeros dos dias del
cultivo en altas intensidades de luz siendo este limitante.

La remocion de nutrientes por 7. suecica se incrementéd de bajas a altas irradiancias,
observandose que la mayor remocion de nitrato y fosfato tomé lugar en menor tiempo en

altas intensidades de luz.
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La concentracion de proteinas por célula disminuyé en los primeros tres dias para las
tres especies cultivadas, observandose mayores concentraciones en bajas que en altas
irradiancias.

La concentracion de lipidos en A. carferi fueron mayores en altas irradiancias,
mientras que, en 7. swecica la maxima concentracion fue en bajas irradiancias. Para 7.
pseudonana solo se observaron variaciones importantes respecto a la luz en baja
concentracion de nutrientes.

La concentracidon de carbohidratos por célula en 7. suecica se incrementd con el
tiempo de cultivo, con valores mayores en altas irradiancias, mientras que, en 7.
pseudonana disminuyen. Para A. carteri, se incrementaron en bajo nutriente, y con
tendencia a disminuir en cultivos con alta concentracion de nutrientes.

Las razones de pigmentos fotosintéticos presentaron diferencias en las distintas
intensidades de luz con valores mayores en bajas irradiancias, manteniéndose sin cambios
durante el tiempo de cultivo. Por otro lado, la concentracion de nutrientes tuvo menor
efecto en estas razones.

Las razones de pigmentos fotoprotectores presentaron diferencias en las distintas
intensidades de luz, con valores mayores en altas irradiancias, y cambios durante el tiempo
de cultivo. El efecto de la concentracion de nutrientes fue menor que el de la intensidad
de luz en la variacion de las razones de pigmentos.

Diferentes intensidades de luz y distintas concentraciones de nutrientes modificaron las

razones de pigmentos en las diferentes especies cultivadas.
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Los resultados de estos experimentos sugieren que 7. pseudonana y T. suecica,
pueden ser usadas en el tercer y cuarto dia de su cultivo, ya sea como in6culos para

volimenes mayores de cultivo o en la alimentacion de organismos acudticos en

acuacultura.
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