'EFECTD EN EL CRECIMIENTD DE LA MICROALGA

etraselmis svacica (Aglin) Bubch, 1939 A

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NaZ-£.D. 4. N
 CYLTIVD. < EBTATICO. *

TCURBO-. DE: ; TETULAGEON:

- “BIOLOGIA - MARINA"

M E ™M O R - 1.4
EL 1T\ -BE

QUE PaRA- DBTENER

D CcEANOLOGDED

PREGENTA!

» B, G, FEBRERD.. DE 1988.



oA G s T A LT TR Y iy LAY TSR
AT ST AT 3 D CTEMOT AL AR AR

CEFECTO BN OFL S CRECIMIENTO  bBE A MICROALCA
Tetrsselmis suyecica {(HRulin) DButch, 1929 A
DIFERENTES CONCENTRAGIONES DE Na2-E. D.T. A £

CULTIVO ESTATICO.

CURSO DE  TITULACION:

"BIOLOGTA  MARINA®

M E 3| 0 R I 2

QUE PARA DBTENER Et TITULO £

0 CEANOLDGE &
PRESENTA;

SANTOS  VELARDE LLANAS

ENSENADA, B, €., FEBRERD DE 1986.




T0OEN FL CRECTHIENID DE. LA FLCRCALDA  Tetpeselais

spocica (hlind Bubchy 1999 A& DIFERENTES CONCENTRACHONGS
BE Mad=b DT A BN (filIVD FRTATICD "

CunRso  DE TITULATION:

RIOLOGIA HARTHA"

M E M 0O R I A

QUE PRESENTA:

SANTOS VELARDE LLANAS

Aprobada por:

Frédsidente del Jurado
Ocean. bduardo Martin Santamaria del Angel

Sinodal fﬁropfgiario
M.C. Guillermov Torres Moye M. C. Guillermo Villarreal Ch.

S%V%& / A s

Binodal Suplente
M.C. Roberto Millen NuRez - Ocean. Eliseo Almanza Hered;a




s borios qe 1

oA B Ol 2n Ensenada,
(% diaz) en medios de
do 125 ml en agua de
=) con ohjeto de

4

33

il Boiaits
Cioncias
s ondo durants Bl

gl

s, &8 1

getimanr ‘ crecimianto a diferentes
concentraciones de  aquelante artificial Nag—-ERTA. Se
praparavon valtmenes de 50 @l del medio Yf/72" de Guillard
(1973) para guelante Y metaltes Evaras a6 COmo
macronutrisntes, vitaminas oy TRIS seaun HMatthiessen g
Tener (19766). iLa concentracisn de quelante se varidg

porcentualmente partiendo del contrel con 4. 36 g/1t para
100%, y sucesivemsnte: 3.27 g/lt pava 75% 2. 18 g/lt para
50%, 1. 09 o/1t peva 20% 4 0.0 a/l%t para 0% i.a densidad
inicial promedio  de los cultivos fud de b 167310  cel/ml,
las densidades celulares maxinas se alcanzaron al séptimo
dias obten&énduse en el medio control 2?9.2x10 cel/ml, con
75% 222%x10 cel/ml,  con  30% ong 3x10° cel/ml, con 254
198 5x10%celsml y con 0% 203 1x10"  cel/ml Fueron
anlicadas pruebas no paramétricas para hacer
comparaciones: N0 encontrandose diferencias significativas
al nivel del 5% entre original y réplica al aplicar la
prueba de Wilcoaon, la misma prueba se aplicd entre
tratamientos a diversas concentraciones de Na2-EDTA no
presentdndose diferencias significativas en el
crecimiento, a&si mismo, se CORPPATATON las densidades al
séptimo dia con  ANOVA de una via de Kruskal-Wallis, no
encontrdndose diferencias entre tratamientos. Por lo que
ey factihle para ésta localidad, desarrollar en cultivo
estdtico a 1. sypcica:, sin agregar quelante al medio de
cultivo, dadoe gque el agua de mar pudiera poseer quelatos

naturales suficientes.
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Curva da crecimiento ideal para microalgas ne
sincreniiadas, en madio da cultivo Lon

wo b umen

Pstrdn de respuesta bieldgica a la dosis de
up elemento gsancial,

Adntagonismo 2n la biodizponibilidad de
2

pn pEsados.

Curva de crecimiento de Tetraselmis suecica

en al medio de cultive con 100 %4 de
quelante.

Curva de crecimiento de Tetraselmis sypcica
en el medic de cultivo con 75 % de quelante.

Curva de crecimiento de Tetraselmis suecica
en el medio de culbivo cen B0 % de quelante

Curva de crecimiento de Tedraselmis syecica
en el medio de cultive con 25 % de gquelante.

Curva de crecimiento de Tetraselmis supgica

en el medio de cultivo con O %4 de guelante.

Curvas de crecimiento de Tetraselmis suecica

para todos los tratamientos: 100, 75, 50,
25 y O % durante 9 dias de cultivo.
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I~ Ejemplas  do participacian Binldigica de
algunos metales pesados:  Co, Cu, Fe, ¥in, ilo

u Zn
11, - Soluciones  madrs  dg nuivisnies pava 1a
slaboracion del medio deg culfive para las
oncentraciones de micrenutrientas (F/2 de
Mrillard): macronutrientes, wvitaminas y TRIB

—~

fiattiessoen y Toaner?.

11i. - Composicidn porcentuasl de la concentracidn
{gr/1t) en cada tratamiento con zecuestrante
y Fe, para la seclucidn stock de metales
traza, bassado en el medio "F/2" de Guillard.

v, - Densidades celulares y pardmetros
poblacionalas para el medio de cultive
conteniendo 100 % de quelante,

V.- llensidades celulares y pardmetros
poblacionales para el medio de culiivo
conteniendo 7% %4 de quelante.

VI~ Densidades relulares ] pavdmetros
poblacionales para el medio de cultivo
conteniendo 50 4 de quelante.

VIt.~ Densidades celulares y pargmetros
poblacionales para el medio de cultivo
conteniendo &% % de quelante.

VIil. - Densidades celulares y parémetros
poblacionales para el medio de cultivo
conteniendo O % de quelante.

IX.~ Parometros poblacionales de la fase
eyponencial para obtener la densidad tedrica
(Dt al dia t, de la forma: DBt = Do. 2”T

Y — Densidad de Tetraselmis suecica en cultivo
estdtico a diferentes concentraciones de
Ma2—EDRTA, & los 7 dias de inoculacian

{densidad inicial Do=&. 167x10" células/ml).
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1Y, - Comporenites ovgénicos naturales con poderes ... 40
quelapntes presantas  en el ajgua  de Mmar,
indicando las fuentes de referenacd




Le dmportancia dal  cultive de  micvoalgas  en ia
srulculiurs coiriba en  la capacidad que poscen dz
Svansformar sasles  inoergenicas  en  compusstas Orgsnicas
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imprzscindibles como cwlfivos anexes  para slimento de
larvas gy  adultos de  orgsnismos de velevancia scondmicsa
(Ryther, 1971, Sin eambavgo, 2} cvadro fisioldgico bdsico
(niveles dptimos de  temperatura. luz, nutrientes,
salinidad, pH 4y Ia interaccidn enire dstas), para la
mayoria de las microalgas dista de haberse completado lo
surficiente para  comprender oy obtener un me jor
aprovechamiento de ellas, Un aspecto que actualmente no
es completamente conocido aun en la Acuicultura, para la
elaboracidn de medios enriquecidos, @5 la interrelacidn
entre: [fitoplanctonl-fquelantesli-Lmetales, trazal (Barber
y Ryther. 19269 Barber., 1973}, siendo factible la
utilizacidn del culdvivo de micreoalgas determinando  su
crecimiento, mediante el cuals, llegar a estimar el efecto
tdéxice de dones mefdlicos de ftransicidn, variando la
concentracidn de quelante artificial, en el medio de
cultive enviquecida.

Con esta finalidad o¥E] utilizo la microalga

Tetraselmis suecica (Kylin) Bubtch, 1959, por ser de fdcil




. stimendo 2n t sode wrusticeos (Hvown. 1F i PP LT
%
| : 43y 3 £ nea s ¢ e
f{‘- 2% "vl_ ) 197 [ aons t J|‘~‘Q)1\‘J~' L7 50 MeT P aily.
2
i 1979y, de @woluscos  bivalwvos  {Davis g Guillavd, 1958,
5 Yanasse 8 Imai. 17585 Walne, 1970 Melm gt al.. 1973
Halm, 1977 Kinne, 1977 CEAFDRE, 1978 Curtin, 1979

Jedfrey, 1979 Nie gt al.. 1979 Prisur y Cavval, 1979
taing u  Helm:, 1981), de retifaros {(Griffith st al. ., i973;
Sivin, 1977 Gotesoune y Luguet, 19813, de  juveniles de
abutdn (Imai, 1947) "y de peces herbivoros (Pilay, 19&7).

Fué Etein (18%8, - En: Guillard, 19751}, quien

describhié originalmente al génevo Tebraselmis, aunque

#ylin (193%) describis porv primera vezr a Platymonas
supcica, siendn finalmente Butch (1959}, quien ubice a la

ecpecie P. guerica en el género Tetraselmis.

" De ésta especie, se han realizado diversos esbudios,
entre los que se pueden mencionar: movrfoldgices (Manton y
Parke, 1265: Manten et al. . 1973 Christensen, 194&7i
Parke y Dixon, 1974), fisioldgicos {(liadugx y Jones, 1264,
Narth y Stephens, 1967, 1971, HKinne, 1976, 19777 Ukeles,
19700 y ae sy comansicidn bioquimica {(Parson et al.., 1761

Covrner y Cowed. 1969 GCatesovpe y bLuquet, 17981 Fogg.,

i975). Sin embarga, acerca de éste género el cuadro
fisioldgico bésico, mno se habia completado aun
(Agquirre~MuRoz., 1981), sabiendose ya que Tetraselmis
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Sywy iuy, con o cratura e 12 oa SA%0, 4 pif de 13 y
salinidad de %) 3 =0 % oaan In cual o p jue S na
guapecig de convldderabls potencial de culbtive & gran sscala
{Da la Cryz y Alfonso, 1975},

Existen hdsicamente dos maneras de efectuar ung
'p?nduccién de mwmicroalgas: cuiti'vo discontinuo (estdtica)
y culiivo continue  {semicontinuo Y continual, la
deasventaya dal  primeveo <con  vespects a los szgundos. es

estudiada por diversos avtores (Herbert et al.. 1956
Fencl, 1%9&4; Ukeles, 197%, 1974 Broap., 19735 Fogg,
1975%), aunque su  ventajae estriba principalmente enr la
sencillez metodoldgica, lo cual es adecuado para
experimentos en bioensayos.

El sistema de cultivo discontinuo o estdtico, parte
de inovcular lae cdlulas en un vecipiente conteniendo como
medio de cultivo, agua de mar enriquecida, permitiendo fan
solo su  crecimiento por wun tiempo de vida limitado,
pasande a través de una sucesion de fases que van desde el
7tiempo del indcule hasta la muerte del cultiva {(Droop:
1969 fubitschek, 1970), siguiendo ciertas fases
habitvales, comp ¢e muestra en la figura 1. Por ésto, la
razon de crecimiento y su productividad son dependientes
de la edad del cultivo, y mientras el cultivo se hace

viejo, puede ser mis viesgosa su uvbtilizacidén como alimento




DENSIDAD
B

10"

X

No, celulas/ ml

v

EDAD DEL  CULTIVO (dias)

FIGURA 1 .~ CURVA DE CRECIMIENTO IDEAL DE
' MICROALGAS NO SINCRONIZADAS,
EN UN MEDIO DE CULTIVO CON

VOLUMEN LIMITADO, CON FASES: |

I.- Latencia I1.~ Crecimiento
II1I.-Declinamiento 1IV.,-Estacionaria

Ve Muerfe.
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: opbros o i dapida 3 3l ) i g
i Pidos y vusdos BTHE 1A miovroal oopoy
aeridn bacteriana (Fal o FTFSE Hilson. 1979),

Aungue la  pye:enoia ds e s ultimasz, ocasionalmente es
. favoerable sn 21 cultive (De la Cruz v Alfonsa, 1975).

e el zultive puesde  zer

ssbimada por conten divecto 2l micvoscopio, medician de la
denaidad spltica, pesn  secn, wvolumsn, contanido de

clarofiflas o covbén celular total (Panisgus 2t al. . 19§4)

Es claro que para peder cultivar y establecer altas
densidades de microalgas en ctuvalquier sistema de cultivo,
g5 necesario proveerles los factores fFfisicos y quimicos
regqueridog en sus  niveles dptimos. Estos factores
incluyen iluminacidn. control de temperatura, de aive:
caracteristicas del recipiente de cultive y aporte de
vitaninas, asi como de macreo y micronubrientes (Guillavd:
1973, VUkeles, 1969, 1976i Trotta, 19815 Riley y Roth,
1271 Wroes, 19725 Droop, 1962, 19464&; Carlucci. 1974;
Carlucecil y Bowees, 1970),

Sin embargw, aun  en concentraciones adecuadas de
rutrientes e ivvadiancia, excesivas caentidades de metales
traza limitarian el crecimiento del fitoplancton <{Droap,

12461 Provasoli, 1963; Johnston, 192464).

Acevedo-Chaver (1988), menciona que de todas las

enzimas hasta hoy estudiadas aproximadamente un tercio de




sllas vaquicron Jdo Loues ¢ etdiicas coma pacticipanies
A - f s N
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relacionandose & nivel  cololar peincipalmente  con 13
P A R R | [ N L - - S E - PR i o L] R -
schividad bhisldpiea enzimsitics o con oberas proteinas, por

lo ave 21 hacho de que 21llos sean veguaridos por los sevres
vivos en  concenbdvecionss oy bhagjas, no  disminuye 211

absoluto su enuvrme lmporbtancia.

De igual manerar segun Anderson et al. (19778, los
mebales traza ton frecuvencis  acbuan  come Inhibidoves o
activadoves eniimdtices siendo su efecto principal sobre

1a velocidad de crecimiento y no sobre la produccidn

=

toial.

™

Diversos experimentos citados por Houghes (1981),
Forstner y Wittman (1983) 4y Acevedo-Chevez (1988), sobre
la induccidn de cambios en niveles de concentracion de
elementos traze en sistemas bioldgicos, revelan patrones
de respuesta a8 la dosis de un metal esencial (Fig. 2), de
la manera siguiente:

I.- Bajo wuwra deficiencia absoluta del plemento
ssencial puede sobrevenir la muerte.

II.; Bajo un  suministro limitado, el OTganizno

ohbrevive pero puede mostrar insuficiencia marginal

31

11 .- Bajo un increnento subsecuente de la

concentracidn del elemento se establece una meseta que

representa un funcionamiento dptimo.
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Yo~ masteviecmEnts una boxicidad ladal

como el Cutt, FPetbdd

N - . L - - o - s v — e - =] v s By . =
y a4, actuyan coms bransporbtadores d2 oslecitvenss oy one o8

considevan como activaderves proplamsnte, dado gque formsn

pavie del grupo prostétice, mientras qus el Matt g gl dnitd
actuan caomo  cleckrofilicas  en la oatdélisiz  al

ciertos grupos de sustratos dando complejos por gquelacion
(Laguna, 1972 8tryer, 197%9)

Diversos metales traza esenciales para los sistemas

bioldgicos presentan  interacciones compleyas En ES !
organismo, tales como efectos de antagonismo y de
sinergismo (Fig. 3), donde la absorcidn de Intt se ve

impedida por el Fettt, a sU ves la concentracidn elevada
de Ini+ induce una deficiencia relativa del Cu++; el Mo+
y el S-— tambien antagonizan con el Cu++, el cual es
gsencial  para el metabolismo adecuado para la
incorporacidn del Fedd+ (Hughus, 19810,

Diversos ijones metdlicos desempefsn variss {funciones
binlégicas (Tabla I), entre las que e encuentran el ser
integrantes de porciones moleculares complegas  que le

conflieren determinadas  actividades bioldgicas Ccamo

cofactores: metaloprteinas, metaloenzimas, vitaminas Y
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Cobalto

Co

Componente de coenzimas (cobalaminas),
vitaminas, indispensable en reacciones

. . 'd . - -
enzimdticas y sintesis de DiA,

Cobre

Cu

Componente de metaloprotefnas y- metalg
enzimas, sinergético del Fe al® facili-

tar su incorporacién.,

Fierro

e

Constituyente de protefnas, participa
en procesos de transferencia de elec=
trones, oxidacih aerdbica de carbohi-
dratos y en la fijacidn de nitrdgeno.

Manganeso

Mn

Activador de enzimas, ADN, ARN polime=
rasas, anhidrasa carbdnica, fotosinte-
sis, transferencia de fosfatos, inter-

cambiable por Mg en sistemas biologs.

Molibdeno

Mo

Participa en reacciones de trnsferen-
» .
cia de energfa, control de absorcion
del Cu, componente de enzimas diversas
nitrogenasa, sulfito oxidasa, Xantina
oxidasa, utilizacibn de nitratos, netag
‘. PR . 7
bolismo de Azufre, Carbono y fijacion
. td
de nitrogeno,

Zinc

Pariicipa en la biosintesis e hidr6li-
sis del ADN y otras polimerasas, cofag
tor y activador enziméatico y electro

f{1ico.

. \.I
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quelacidn achuando  en ambos senbidos: ya que al existiy

dumasiados ioanes mebdlicos  los caphurar oy al habar
deficiencia los libera (Jehnston, 1964 Riley y Roth,
1971 Jackszon y  Porgam, 1978, Steeman-MNiglsan y

Wivm—Andavson, 1970 Barbavr, 1973).

lLa influencia de un quelante en la biedisponibilidad
de un metal trarza, consiste en la formacidn de un anille
complegyo muy estable entre un componente orgdnico Y un
glemento metdlico (Saunders, 1957). Un anillo de
guelacion es un grupo de dtomos unidos ciclicamente por
medie de uno ¢ mds enlaces covalentes coordinados, donde
los dtomes que proporcionan les electrones suelen ser
Oxigeno, Mitrdgeno o AzuFfe; y el dtomo aceptor es el
Metal., En uyn anillo de este tipo, el dtomo metdlice estd
atrapado con més firmeza gque si  estuviera simplemente
unido a otros dtomos en moldenlas independientes (Walton,
192030,

Uno de los magjores agentes gquelantes conocidas, es la
Sal Disddica del drido tetracdtico gtilendiamino
dihidratada, o dcido etilendiamino tetracetato de sodio

(Na2H2-EQTA), mustrada su formula estruvctural como sigue:




LU= U—C0x o I
‘%' }[ & b‘.é‘""‘ L] L LV
. fl
. ’ 0 0
%
e
1 £0Ta veavciona con  la  mayoria de  los renas

metsliens de  transicién formando gquelatos solubles o

b i

sizdos, comao sz omuesira en la  configuracidn

esterica del comple o, Metal-EDTA:

Los estudios de Emidora (1960), revelaron que los
quelantes afectan significativamente el crecimiento y la
produccidn  pyimaria, por gsbimulacidn de procesos
Fi%iolégiaas y biecquimiceos asociades con la cotdalisis
respivatoria celular, y la permeabilidad en velacién con
la incorporacidn de nutrientes del medio. Por ofra lado,
Steeman—Nielsen y Wium—Anderson (1%70) sugieren que una

alevada concentracidn de Cut+t, caracteristico de regiones




gl Fiboniane o, Provasoly (1924830 Yy Juhwnston CLY 8

2sbablecon gque la falta de auelanke Orgdnico en el agus deo

nar oes un factor limitante en la  productividad del
fitaplancton,

Aungue Pratt (1946) encontrd gque en el agua de mar la
itdentidad quimica de los quelantes no  es muy notoria,

Fralkash y  Rashid (1268, 19491 suponen que son sustancias

humicas, wiudsdps  del  fitoplancton y metabolitbos g2l
iouplanctan, vesultando por’ tanto al inicio de una
surgencia un lento dincremento en la biomasa; tambien

Barber (1273) obtuveo resultados similares copn el usao de

quelantes artificiales, afadiendo zouoplancton molido a un

cultivo de (haetoceros sorialis,. favoreciendo 55U
erveciniento significativamente. L.a interaccidn entre
[fitoplanctonl-Imetales. trazal-Lquelantesl, no es

suficientemente clara aun, reportdndose resultados poco
similares por diversos autores (Barber y Ryther, 1949
Earber, 1773; (Gslavza-Placencia, 1987},

e igual manerd, los resultados ohtenidos en obtros
gstudios (Johuston, 1964 Fosler y Morris, 1971 Lewis,
Ramnarine y Evans, 1971; Azcdérate-Capriles, 1981), en el
aguya de mar, rvevelan la existencia de guelantes naturales

asaciados con un incremenfo en la cantidad de materia

orgdnica disuelta, lo que indica la existencia intrinseca
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sditivas orgdnices  (Provaselys,  MHolaughlain y bvoop, 1937

cados, tanteo para  snvigquecer

e
b

Fntre ios vecursos ubil

3]

como para hacer wmedies de cultive =n agua o= mar, s

da tiarra de yariding de

1

erncusntran low  extracto
sacrofitas terrestres y marinas, biaodigesridos de astidrcol
y macroalgas (Paniagua-fiichel oy Granados—HMachuca, 1781
Piilay, 1%&7i an-gg al., 197%9), ademds de aguaé de
deseche tratades y havina de pescado (Tepore y Dunstan.
19733,

Dado que st ha demostrado una variacien significativa
en la velpcidad de crecimiento del fitoplancton: an
cultivos controlados cun‘ la adician de guelantes en agua
de mar (Barber g4 al.. 1971 Prakash y Rashid, 1768,
1949 Riley y Roth, 1971 Johnston, 1944,
Galarza-Placencia. 19873, el pressnbte %rabajyo pretende en
2sthe seﬁtido, haver una svaluacisn del efecto de  un
quelante artificial {(Ma2-EDTAY, al disminuir su

concentracidn en cultivos estdticos de Tetraselmis syecica

, a partir de la concentracién vrecomendada por Guillard

(1975) para el medio de cultive "f/72".
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21 Instituio de Investigaciones Ooeanoldgicas
(1.1.0.) de la Universidad Autdnoma de Baja California en

:

Fneenada. Para- el cultivo, el =zgua de mar Ffud obtenida
del sistema gencral de abastecimienta del Laboratorio de
Acvicul tura del I.I.0.., previamente filtrada y
desinfertada con luz wvlitravioleta, asi mismo la  cepa
vbilizada en el experimento, tambien fué proporcionada porvr
el Instituto proveniente de sbock en mabtraz de 125 ml

El medie de cultive wsilizade fué el "£/72" de
Guillard (1975%) en cuanto & los metales traza y quelante,
los demds componentes fueron con base en el medio de
Matthiessen y Toner, 1966 (Tabla II).

Todos los ccmponentes fueron diluidos de acuerdo a la
petodologia, @ vxcepcidn de los metales fraza, los cuales
ze prepararon por s2parado en upa solucidn primaria en 100
ml de  agua dectilada  cada wno (Coy Cur Moy Pio y Ind,
aparte en Y00 m) de agua destilada se disolvieron 4.36 gr
de gquelante MNad-EDTA, y 3,15 gv de FeCl3 (considerando
25ta concepnbracidn como el 100G%), 72 anadid 1 ml d=

solucién primaria de cada metal traza preparado a los 700

v EPES
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Fste mismo procedimiento se flevd a cabo  pava Cada
{_ F . . "~ % . . - . . o’ 1 1]
Lyataniento, donde =se varid de manara porcsnboal al
conbteanida do guelante y de Fe{l3d, ceme 3 nmussiva 20 13

En cambio, para el nivel de O %4 de gquelante, tan solo

[H]

p radugn en la mitad del precedente la concentraciaon del
Fe(13, dade que pudiera llegar a ser limitante el Fe+i+ y
encubrir los resultadas al estar ausente el secuestrante
{(De Kock., 1955), Fogg (1975) considera que en ausencia de
EDTA, el idn Fet++ es  precipitado como fosfates en un
medio alralino, lu gque causa su desaprovechamiento por las

microalgas y su consecuente afecto tdéxico,

El cultive de Te selmis suecica fud de tipo

sstético en matraces Erlenmeyer de 125 ml, conteniendo 50

ml de agua de mar enTiquecida, carriendose cada

concentracidn dv EDTA por duplicado

Postevievmente, los matraces con agua de AT
snviquacida fueron  esterilizados 21 L avtoclasve

harizontal a 121°C de temperatura y a 15 Psi  de presion
durante 195 minutos. Una vez concluido el procedimiento de

sterilizacisn, =e afadieven las vitaminas a temperatura

1
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cultive smonoasxfnicn de wna cepa de £
3 o de e Y prponensial 3 o md
do cepa en  cada mabraz Evlenmeyer da 123 ml, contenizndo
50 ml de  medice  de  culbiveo  obtenis g densidad

. 0 + Py P ] “f - r
inicial (Do) de &, 14&67x10 cdivlasiml.

Los mabtraces permanecisron en el

SO 10, bajo
condiriones de  iluminacidn constante proporcionada por
tubas Fluoréscentes'de luz bBlanca fria de 40 Watts, a wuna
intensidad de 1500 pies—candela, a 30 cm de las mismas.
lLa temperaturs del laberateric se mantuvo constante (i8° ¢
+ 29 ¢), mediante un aparato de aire acondicionado de tipe
doemdstico.

Diariameute aproximadamente a 1a misma bhora 5@
pxtrajeron alicuotas de 1 ml de cada matraz y figando con
2 gotas de Lugul, Fl conteo de células se llevéd a cabo
vtilizando un hematocitdmetro tipo MNMevbaver, por el método
indicado por Cuillard (1973). El experimento finalizd a
las 512 horas (7 dias) de haboerse incculade los metraces.

Fuevon obtenidos diversos pavdmetros poblacionales

nCicd, HRgun

del erecimiento del cultive de Fut

diversos auvtores citados por Paniagua gt al. (1986) y con
base en el programna de computacidn =n  FORTRAN  1lamado

PARPGB para el cdlculo de pavdmelros poblacienales, el




|
5%

2

ponlanionales, e caleuld de le siguisnte mansra
Ay DRIVIGIONES POR DIA (K ),

e wbtiene el valor del numervo de divisiones por dia
y se  tralcwula de acuverde a Guillard (1973) y modificado de
De la Cruz y AlfTanso (1978):

K= 3.822 x Chog (D2/D1)] / (62-t1)
donde: |
3. 3! = Factor de conversidén del logaritmo
base 10 en base 2.

DI = Densidad de cdlulas al dia 1.

D = densidad de cdlulas al dia 2.

B TASA DE CRIECIMIENTO ESPECIFICO ( m).

Gepala la velocidad de crecimiente del cultivo, se
determnina seqgun recomendaciones deg Environmental
Protection Agency (1271) y medificado de Guillard (19723),
de 13 forma sigviente:

Moo= Clog (B2/DI1YI /7 (£2-%1) = K/ 3 202
o tambien;
Moo= K x (l.og 21

C) FRODUCCION DIARIA DE MICRALGAS (PD).

Indica el incremento de cdlulas logrado en el cultivo




Hazsulta el tiempo neoesario para crecsr la  poblacidn
21 dobkle de la cantidad del peridodo precedente, za
determing sagun recomsEndaciones de  Eppley oy Sivicikland
{19468 y  modificacionss de De la Cruz y Ai?@nﬁo (L978) gy
Fanel (194858}

ERY {Log 2)(t2-t1) / (3. 322)LLog (D2/D1Y]

il

o tambien:

TG (Log 2) /7 K

i

£} ¥ en horas vesulta;

TeH = (TE) (24)

F)  VARIACION PORCENTUAL DE LA DENSIDAD  (VP)

Indica la variacion diarvia en la densidad del cultivo
dada en porcentsje, se determina segun rvecomendacliones de

De 1la Cruz y Alfonso, 1975:
(100)V(PDY /D1

i

U o= (100 (D2-51) 7/ (t2-t1)
Sa obtuvieran tambien los pardmeivros para la fase
zrpensncial de  pase @ {(similar al swgerido por Guillard,
1273, dg 1la {forvma siguiente:
334 = De . 2
qua linealjrado vesulta:

Log2 Dt = Loga2 Do + p, b




G

(i =0, onavounres RN O

A = Censtsnte de Crecimiente Poblacional.

i = Tiewmno en dias
Para comparar  las  densidades c=2lulares  sondre lasz

s

réplicas y entve los fratamientos con Na-EDVA, se prabd

%1 existian gifeyrenciass, mediante estadisticas no

parandtricas utilizando la prueba de Wilcoxon (1945) para
muestras independientes: ademds del andlisis de varianza
de un% via no paramdtrico o prueba "H" de Kruskalmwéllis
(19523 al compavar las dencidades celulares entre los
tratamientos con Nal2-EDTA, rveferidos al dia de méximog
crecimiento, ctovvespondiente a la fase exponencial. Todas
las pruebas westadisticas se llevaren a cabo con  una

P=0. 05.
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fao cuewas  d2 cryecimiaabn da todos las cuwlbivaos
zfectuados e matraces Erlenmeyer de 135 ml, s2

comsortsven o8 acusvdo 31 medelo de crecimisnto ideal pava

en cultiveo asstdético {ver

[H]

picroalgas ne  sineranizada
Figura 1), siguiendo las fases descritas habituvalmente 2n

y dassrrello:

[H]

I.- LATENCIA, del 1 al 2 dia.

I1.- GRECIMIENTO:, haste 2l & y 7 dias.
III.~ DECLINAMIENTO, en 1 &6 y 7 dias,

IV. —~ ESTACIONARIA, 7 uy B dia (no muy claral.

MUERTE, a partir del B8 dia decae bruscawmente

-
!

la densidad de los cultivos.
Las Tablas IV, V, VI, VYII y VIII, resumen los valores

de densidades y parvdmetros poblacionales obtenidos durante

512 horas (9 diss) en el cultivo de Tetraselmis. suecica
pars cada trotamiento con diferentes concentraciones

porcentuales de Ma2-EDTA (100, 75, 50, 256y 0 %) en el
medio de cultivo, respectivamente,

Asi mismo, en las figuras 4, 5, & 7 y 8 se muestra
el crecimiento de T, suecica representado en densidoades
celulares por mililitro para cada dia, durante el periodo

de cultivo en cada concentracidn porcentual de quelante,

respectivamente.
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Srnip TV e DENSIDAD bioodlwlas/ ml T LIVEREUS
PAARARTRACS PUBLACIONALAS  FAxA nh aDIO LE
CULTIVO wXRINUECTDO COMBTNADS, CONTRNTLALO
100 % DX QUELANTE, JLFERIDC AL Hul0 £/2
TLENPO | DENSIDAD, K Q PD Y 26 vp
(dfas) {c€l/m1x10" |Div/Dia c€1/11x 107 (dias) (%)
PR O 6 . 1 b? g S e TR g st e e [ o o e
1 6.3%3% | 0.0385] 0,0116] 0.1667 | 7.62%9 3
2 24,257 | 1.937h | 0.5832] 17.9237 | 0.1554 | 283
5 95.417 1,9759 | 0.5948] 71.1597 0. 1524 295
i 146.83% | 0.6219| 0.1872| 51.4163 | 0.484] 5k
5 211,000 | 0.5231] 0.1575] 64.1670 | 0.5755 il
6 22%.417 | 0.0825| 0.0248] 12,4167 | %.6490 5.6
7 249,167 | 0.1574 | 0.0474| 25.7500 | 1.9128 12
8 20k ,500 |-0,2850|-0,0858(-4L.6667 |-1.0562 | ~18
9 172.58% |-0.2418(-0,0737|=31.9170 [-1,2296 | -16
. 4
TABLA V .- DENSIDAD EN Cdlulas/ml x 10% Y DIVERSOS
PARAMETROS POBLACIONALES PARA EL MEDIO DE
CULTIVO ENRIQUECIDO COMBINADO, CONTENIENDO
75 4 DE QUELANTE, REFERIDO AL MEDIO f/2
TIEMPO| DENSIDAD, | ﬁA, n _ PD TG VP
(dfas)| c€1/mlx107| biv/Dia cel/mlx1 oX (dias) | (%)
0 6.167 i
1 6,167 | 0.4053] 0.1220] 2.0000 | 0.7428 | 32
2 27,125 | 1.7317] 0.5213] 18,9563 | 0.173%8 {232
2 90,083 | 1.7%18] 0.5213| 62.9603 | 0,1738 | 232
I 162,417 | 0.8504| 0.2560] 72.3334 | 0.3540 | 80
5 220.417 | 0.4505| 0.1%26| 58.0000 | 0.6833% | 36
6 22%,250 | 0.0184 0,0055| 2.8333 16,3363 1
7 222,000 | -0.0081{ ~0,002L} ~1,2500 437.1608 | =1
8 193.417 | -0.1989] ~0.0599| -28,583%3 [-1.5138 | =13
9 168.333 | ~0,2003| -0,0603%| -25.0834 |-1,5022 | =13




PABLA VI .- DENSIDAD BN Celulas/ml x TO Y LIVERE0S
PLRLMETR0S PORLACTCNATLS FARL IL MuLllO BE
CULTIVO ENRIQUACTDO COMBINEDD, CONTuiliDO
50 % DE QUALANDE, 20¢HRIDO AL MEDIO 1/2
TIEKPO| DERSIDAD, K PD W TG VP
(dfas)|cdl/nlx10%| Div/Dia P ) ed1/mix10% (dfas) | (%)
0 6.167 - o
1 763555 0.25001 0,0753] 1.1667 . | 1.2042 19
2 26,751 1,8671| 0.5620{ 19.4177 |0.1612( 265
5 97.583 1.86711 0.5620| 70.8320 |0.1612] 265
4 155,917 0.6761| 0.2035| 58,3336 | 0.4455] 60
9 182.083 0,2238( 0.,0674] 26,1667 1. o449 17
6 207,083 0.185| 0.,0559| 25.0000 | 1.62181 14
? 226,250 0.1277| 0.0384| 19,1667 | 2.35571 9
.8 205.58% | -0,1382[-0.0416|~20,6670 2.1782( -9
9 160,500 | ~0.3572|-0,1075|~45.,0830 F0.8429 | -22
PABLA VII.~ DENSIDAD EN Células/ml x 10% Y DIVERSOS
PARAMETROS POBLACTONALES PARA EL MEDIO DE
CULTIVO ENRIQUECIDO COMBINADO CONTENIENDO
25 % DE QUELANTE, REFERIDO AL MEDIOQ f/2
TIEMPO| DENSIDAD, K _PD I TG VP
(dfas)|c€1/mlx107{ Div/Dia P leél/m1x10™ (dfas)| (%)
0 6.167
1 8.583 | 0.4771 | 0.1436| 2.4166 | 0.6310( 39
2 29.309 | 1.7718] 0.5333| 20.7257 | 0.1699} 241
3 100,083 | 1.7718 | 0.5334] 70.7743 | 0.1699| 241
L 152.08% | 0.6037 | 0.1817f 52,0000 | 0.4987 52
5 152,917 | 0.%431 0.1033} 40.8334 | 0.8773| 27
6 204.083 | 0.0812| 0.0244] 11,1666 | 3.7081| 6
7 198,500 |~0.0400 | ~0,0120{ =5.5833 [-7.5220/ =53
8 i 87. 1 6? "’0008’-}8 '“Oo 0255 -1 ] o3333 —'505’492 "‘6
9 }330500 "'OQL}875 =0, ]’-}6? "53.666? "006]?5 "’29




= DENSIDAD EN Cdlulas/ml x 107

THRLA VITE Y DBIVERSOS
PARAMETROS POBLACIONALES PARA LL MEDIO DK
CULTIVO ERRIQUECIDO COMBINADO COHTEKIENDO
0 % DE QUELARTE, REFERIDO AL rEDIO f/2
TIEMPO QENSIDAD4 L PD " TG VP
(dfas) |cél/mix10"|Div/Dia A cel/mix10 (dias) (%)
0 6016? T - E T
1 8,333 04344 | 0,1208| 2.1667 0.6930 35
2 27.751 1.7356] 0.5225 | 19.4177 0.1734 | 253
3 92,417 1.7357] 0.5225 | 64.6657 ‘01734 | 233
4 132,750 0.5225] 0.1573( 4043335 0.5761 Ly
5 174,667 0.3959| 0.1192 | 41.9167 0. 7604 32
6 187.667 0,1055| 0.0318 | 13%.2500 '2.8536 8
7 20%,083 0.1120{ 0.0337| 15,1666 2.6882 8
8 185.167 ~0,13%33|-0,0401 |-17.9166 -2.2591 -9
9 154.085 "0011-65? -OQ ]L‘-OZ “'5] 00853 "‘0. 61{-6& "28
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FIGURA 4. - CURVA DE CRECIMIENTO DE Tetraselmis suecica EN EL

MEDIO DE CULTIVO CON 100 % DE Na2-EDTA, DURANTE 512

HORAS (9 DIAS) oc=0. 05,
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FIQURA 5.~ CURVA DE CRECIMIENTO DE Teitraselmis svecica EN EL

MEDIO DE CULTIVO GON 75 % DE NaZ-EDTA, DURANTE 912

HORAS (9 DIAS) o =0 05.
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FIGURA &. — CURVA DE CREGIMIENTO DE Tetraselmis suecica EN EL.

MEDIO DE CULTIVO GON 50 % DE Na2-EDTA, DURANTE 512

HORAS (72 DIAG) ¢ =0.05.
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FIGURA 7.- CURVA DE CRECIMIENTO DE Tetraselmis suecica

EN EL

MEDIO DE CULTIVO CON 25 % DE Na2-EDTA, DURANTE 512

HORAS (9 D1aAS) o« =0, 05,
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FIGURA 8.~ CURVA DE CRECIMIENTO DE Tetraselmis suecica EN  EL

MEDIO DE CULTIVOD CON O % DE Ma2-EDTA: DURANTE 512

HORAS (9 DIAS) e =0.09.
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I método

o]

pardmotros pava la  fsse erxponencial, aplicando

de mipimns d2 vegvesidn sxponencial de hasze 2, suger ido

por Cuillavd (1%73), de la forma:
Al
D == Do |, 2
dondse Do s5 la densidad inicial tedvica y k. la constante
de crecimiento poblacional.
lLos cdlculos de los pardmetros poblacionales pafa
cada tvratamiento, fueon mediante las gervaciones
matemdticas sugeridas por:; GCGuillard, 1973 ( K )i E.P.A. .
1971 y Guillard, 1973 ( u )i De la Cruz y Alfonso. 1975
(PD,VP)i Eppley y Btrickland, 1968 4y Fencl 1966 (TG).

siendo los siguientes resultados obtenidos:

4) CONCENTRACION CON Na2-EDTA DE 100 %

La fase de crecimiento se produjo entre los dias 3 y
7, ron K=0. 4038 la poblacidn se duplicd cada 1.01 dias.
La méxiéa PD ¢t obtuvo el dia % y la congentiracién mdéxima
alcanzada fué de 2492 cdélulas/ml, con 1,97 div/dia.

B} CONCEMTRALCION COM Na2-EDTA DE 75 %,

La fase de crecimientoe se proedugo entre los dias 3 y

5, con k=0.5723; la poblacidn se duplicd cada 0. 52 dias.

.......
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FIGURA 9.~ CURVAS DE CRECIMIENTO DE Tetraselmis suecica CON

DIFERENTES CONCENTRACIOMES PORCENTUALES DE Na2-EDTA:

Ay O %, B)Y 25 % C) 50 % D) 75 %4 E) 100 %




TERLA  TX .= PARAMETRCS PORLACICHALZS Din LA FASk
DAPONZNCIAL, PARA GBIDRER LA DRISIDAD

TRORICA D AL DIA t, DE LA FORIA:

t

. ot
D D, - 2

t =

sy

E.D.T, A, CONSTANRTE DE DENSIDAD INICIAL
( %) CRECIMIENTO TIORICA
() (Dy)

700 0.6038 11,349
75 0.5723 12.879
50 0.5749 12,377
25 0.5350 13,856

0 0.5401 15,016




4 . - H LN NPT - A A croe e LTor e [T T fiy N (1o
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e oproduye sncre leos dias 30 u
7, con W=0 B87AY la peblacidn se duplicdé cada 1.2 dias.

{a mixima £D se obtuve el dia 3y la concentracian md ¥ ling
alcanziada fud de 224 3 c#lueliass/ml, con 185 div/dia

) CONCENTRACION_CON Nal2-EDTA

| a fasze de crecimientn so pyedugo 2ntre les dias 3 @
& con  K=0, 5350; la poblacién se duplicd cada 1.3 dias.

ta merima PD se ohtuve el dia 3 y la concentracidn mixima
alcanzada fué de 204.1 cdlulassml, con 1.77 div/dia.

E) CONCENTRACION CON NapP-EDTA DE O %

La fase de crecimiento se produjo entre los dias 3 y
7: con  WK=0. 5340}; la poblacidén se duplicéd cada 1.4 dias.
La méxima PD se obtuve el dia 3 y la concentracidn maxima
alcanzada fud de 203.1 células/ml, con 1,73 div/dia.

En todos Jos tratamientos se observé que la VP
(Variacion Portentual) se did el dia 3 del cultivo
(escepto en ¢} de 75 4 gue se die ¢1 4. dial,
CDanfdéGﬁdQ con 1os valores mdximos de u, Koy PO

De igual maeova, la Tabis X muestran el crecimiento 2
les 7 dias pova cada  tratamiento, con intaevrvales de
confianza para la media al 95 %

Ge efectuc tambien el andlisis de variania de una via



TARLA Y. — DENSIDAD DE Tetraselmis supcica EN CULTIVO SETATICO
DEL HMEDRID MF/2Y A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
Ma2-EDTa, A LOS 7 DIAS BE  INOCULACION® LA DENGSIDAD

INICIAL FUE DE b.lé?xld? células/ml.

CONCENTRACION Di | EROMEDIO
e AL g |PBNSIDAD DESVIACION] INTERVALO DB
o amor (c€lulas/ml)| ESTANDAR | CONFIANZA DE X

LA §OL. 23952. - 1ok (n= 12) (o = 0.05)
100 | 4.36 249,17 15.5%2 = [239.3% , 259.0)
75 | 3.27 222,00 19,131 ((209.9 , 234.2)
50 | 2,18 226.25 13,025 [217.9 , 234.5)
25 | 1,09 198,50 12,902 [(190.% , 206.7)

0 | 0,00 203%.,08 16.138  [(192.8 , 213.3)
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%
H = 7827 < 7(_0.05,4

e cwoal indica que ne sxisten gvidencias
estadisticamente significativas para decir que varid el
crecimiento de 1 gﬁgcica por efecto del EDTA el dia 7.

Por otro lado. bara probar si existian diferencias en
el crecimiento tntre los culbtivos de T, syeciga con
diversas conceutraciones de EDTA, se efectud la prueba de
Wilecoxon (Table X1), encontrdndose que al nivel de Q.05 de
significancia, no hube evidencias de que existieran
diferencias en ninguno de los casos. Lo cual indica que
las diferenciss obsevadas en el crecimiento al variar la
concentracidn de gquelante no es significativa, aunque se
notd un aumento en la densidad del cultivo al incrementar
1a concéntracién de secuestrante en =] medio, sin embargo
gsta variacién proporcional observado, fud Tan solo

aparente.

i
i
j
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concenbracion T calculads DESTCTGN
% MaR2-EDTA Ta — Tu { )

100 Vs, 75 . B4 - B7 NS
100 Vs, 50 n4 -~ 87 NG
100 Vs, 2 78 - 93 N
100 Vs, 0 TH - 95 HE
7H Me o BO Q0 - 91 MNE
75 Vs, - 25 79 - 92 NS
75 Vs, 0O 78 - 93 NE
50 Vs, 25 g1 - 90 NS
50 Vs, 0 79 - 92 NS
25 Vs, 0 7% - 92 NG

ME = DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA.

S = DIFFRENCIA SIGNIFICATIVA,

(#),— T critica (TL - Tu? para nl=nd=% es: 63 — 108
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vna copnrenbracidn excesiva de secusstrante, Cleland (19353370
no enconkrd sfectos tdxicos del EDTA & concentracionass tan
altas como 370 ma/llt. que comparado con el presente
tyabago, la mdxima fuéd de 43 6 mg/llh.

En vl anua de mar existen diversos compoansntes
grgénices con capatidad quelante (ver Tabla XKIL),
encontréndose presentes en 1% materia orgdnica disuvelta
proveniente de la excrecidn y desintegracidn de urganismos
acud¥icos, Barber 4 Ryther (196%) y Prakash y Rashid
(1948), reportan un incremento en la tasa de crecimiento
del fitoplancten, atribuido al aumento de la materia
argénica disuelta.

El efecto del quelante sobre el fitoplancton puede
sar variable, SBaunders (1937) estudid sus efectos,
dependiendo de las condicienes ambientales pregenfesz

1.~ EFECINSG FAVORADLES

al Fn exceveo de unp metal trazae gque siza {éxico para un
oyganismo, la guelacidn puade veducir la concentracion del
isn metdlico por debajo de su nivel de toxicidad.

by i un wmetal tiende a precipitarse y quedar

inaccesible pars un organismo, la quelacidén puede mantener

!




TARLA XII.~ COMPCHELTES CRGANICOS CUN FPULLRLS

QUELANTES, PRESENTES EN EL  AGUA

Dl HAR,
COMPORENTE ORGARICO . REFERERCIA
hcidos Garboxilicos Johnston (1464)
Compuestos Fendlicos- Johnston (1964)
Carbohidratos Sulfdnicos Johnston (1964)
Acidos Urdnicos Johnston (1964) .
Aminodcidos Johnston (1964), Jackson y
Morgan (1978), Saunders (1957)
Porfirinas Saunders (1957)
Peptidos Johnston (1964), Steeman-~Nielsen
y VWium=Anderson (1970)
Fosfoli{pidos Slowey, Jeffrey y Hood (1967)
Carotenoides _ ‘| " Slowey, Jeffrey y Hood (1967)
Nucledtidos | Provasoli - (1963)
Acidos Hidrox{licos Provasoli (1963)
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at | cobvos guniacidn adeoba Ja i dad da
un pAn mebdiioo, mBsdias la Buo i en de %
conrentraridn cfectiva en el sistems acupso per debsgo del
paval reaveride pov o un organisso.

) La auelacisn puede ramover un idn mstdalice gue 23

i

SRR

g&nico & un metal YENENOS0, incremantando la

pJ]
i

concentracion ocl segundo & un nivel tdrico,

De esta munera: la quelacidn actua sobre los iones de
Co++, Fet++ y Zn++, incrementande su disponibilidad en
forms biaoldgicamente achtiva, ademds 21 agua de mar-puede
cor desintoxitoda al capturar el quelante iones de metales
tdricos {como el Cubt)d, dejindolos en forma inactiva
(Sunda y lLewis, 1978, Huntsman y Bunda, 1980)

Por otro lodo, los estudios efectuados con ausencia
de elementos esenciales (Armstrong: et al , 19&6), indican
que Jos compuestos orgdnicos, presentes en el agua de mar
irradiada por U. V.. se desdoblan casi completamente
produciendo su  biodisponibilidad inmediata en el cultivo
Sin emhargn, on el preosepnte  Grabajo  no se encontrd  la
existencia de vna inhibicidn significativa del crecimiento

de Teiraselmis SUBCICA al decrementar, hasta supvrimir

quelante artificial Ma2-EDTA en el medio de cultivo.

fas tasas de crecimiento (K) miximas alcanzadas en el
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Fersoone u Sorueloos (1975) repovtan dafos de crecimiento

gara 1. suscica de 049 div/dia, Maddux g Jones (1754)

shtuvisron un valor mérime de U.8% divddia para  Ja  miszma
sunecie, Pe Ya OCruz y Alfonso de O 71 div/dia, aunqgue de
manera mas  similar  cen  reportes de  trabajgos £n ia

lncalidad de estudio, por Aguirre—iiufioz (1981} encontrando

1.92 div/dia. | Pards y Leyva (1982) obteniendo 1.14

e

.

div/dia, para ls misma especie,

Dado que la variacidén de EDTA al deprimir s
concentracién en el medio de cultivo, ne vefleyé un efecto
significativo #nn  su crecimientao. y aunque hubo una
reduccidén aparente en la densidad de células al disminuir
el quelante, no se consiﬁera que los metales traza hayan

sido tdxicos aun a nulas concentraciones de quelantes.

debido principalmente a que no se encuentran en
concentraciones excesivas en el medio, ademds de la

wtiljzacidn de agua de mar natural, censiderandoe que g¢sta
pudiera contener guelantes naturales suficientes

Para logror detectar con mayor presicidn los niveles
de roncentracidn dptima de EDTA, asi como leos niveles para

los cwales el cvecimiento se inhibe, es conveniente llevar
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1a clahoracion del wedio de cultive enviguecido

bajo las vcondiciones

snsayadas, no se estimaron difervencias significativas en
21 crecimisnto  al  variar la concentracidn de Mad-RDRTA,
pars esta localidad, por lo que fué considera innecesaria
ia utilizaciénr de quelante artificisl, dade que al
disponar de agua de @ar filtrada e irradiada  coon luz
ultravioleta, pudiefan ser apovtados quelatos nsturales

suficientes.




DConsiderando 1ixy Presulvados sbhbonidoas 21 2l
sapevimento  vealizsdo, dunda  la wmicvoalga s
un crecimienta fesvarable con un medio d=s

iQ

cuitive nrepavado  hasta con 6.0 /1% de MaZd-EDTA, Lo

e

pude sey debido principalmente a gue fud utilizada agua de
mar filtrada, le cual posee quzlatos naturales, asdemds de
gue el agua de mavr fué tratada con luz ultraviolets, lo
que facilita la reduccidn de la materia orgdnica disvelta
y consecuentemante activa sustancias con potencial
qualante capates de actvar en el medioc de cultivo,
seruestrando a Jos mebtales traza.

Para fines comparatives, es conveniente cultivar a
esta microalga bajo similares condiciones fisicas y
gquimiras @ las que fuéd sometida, y al inocular el cultivo.
sea tomada muy en cuenta la sdad de la cepa (Fase) y su
proveniencia (Matraz, Carboy, Fernbach o Tanque) para el
bioensayn,

Sin embavan, para onalizar la accidén de  los metales

perados en  ausencia  toial  de quelantes, e  sugieve
gxperinentar, manteniendo simulidneamente cultivos

pstéticos, con agua de mar natural y con agua de mar
sintédtica y ambos con referencia en cero de concentracion,

3 su vez incremetar la concentracién de quelante hasta
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permlban spbepcial gquelador del agua de war, y

por  obtvo lado la incerporacién divecta de quelabos
naturaleé determinande su  posible asimilacion por el
fitaplancion,

Para efectuar investigaciones mds profundas, se

sugiere establecter disefios experientsles adecvados para
identificar y caracterizar los complejos metdlicos
formados por la materia orgdnice disuelta, dado que estos
complejos naturales controlan ls biodisponibilidad de los
metales en el agva de mar, ésto bajo las siguvientes lineas
de investigacidn:

a) Conocimiento acerea del equilibrio simultdneoc de
los ligandos quelantes y de los iones metélicos.

b) Selectividad de los agentes quelantes, para
ytilizarlos come fuente de micronutrientes.
7 C)VEStimﬂtién de peligros potenciales ocasionados por
la quelacidn dc mebales pesados (no esenciales), pov los
aguntes quelantes adicionaedos. ya sea en sistemas
controlados de culbivos, 0 en cultivos exbensivos

suceptibles de eflventes provenientes de sistemas de
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