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RESUMEN,
Se llevé a cabo un experimento en el que se cultivd durante diez

dfas la microalga Tetraselmis suecica, con la finalidal de conocer su

variacidn en crecimiento bajo diferentes concentraciones de nitrdgeno.

Se prepararon volumenes de 75 ml de los medios de Matthiessen Yy
Toner (1966) y f/2 de Guillard (1973), utilizando los macronutrien--
tes de Guillard y el EDTA, tris, micronutrientes y vitaminas de Ma--
tthiessen y Toner.

Se varidé la concentracidn de nitrégeno, bajo las concentraciones
de 75 mg/l a 67.5, 60.0, 52.5 y 46.2 mg/l, al décimo dia del expe-
rimento se obtuvieron las densidades poblacionales de 3.15 x 106 cél/ml,
2.98 x 106, 2.68 x 106, 2.62 x 10° ¥y 2.06 x 10° ¢é1/ml respectivamente.

A los valores de las densidades poblacionales para el décimo dia
se les aplicd la prueba de endlisis de varianza no paramétrica de Krus-
kall-yallis, encontrindose que no existen diferencias significativas al
nivel del 5%, presentando un comportamiento similar en las tasas de cre

cimiento, entre las diferentes concentraciones y el control.

Con los resultados obtenidos es posible cultivar Tetraselmis sueci

ca agregando una concentracidn de 46.2 mg/1 de Na}qo5 utilizando el me-
dio modificedo de Guillard (1973) y Matthiessen y Toner (1966); y lograr

un adecuado crecimiento.
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INTRODUCCION,

Una de las limitaciones en la acuicultura a nivel experimental o
comercial es la prOduccién de alimento vivo, el cual es utilizado por
la mayoria de los estadios larvales de los moluscos, crugtéceos y pe--
ces cultivables (Droop, 1975). Por lo cual se requiere producir varias
especies de microalgas, ya sea para alimentar diversos orgenismos, dife
rentes estadfos del ciclo de vida del mismo orgnnismo, o porgue la com
binacidn de dos o mds especies resulta un mejor alimento (Shireishi y
Provasoli, 19593 Walve, 1974).

Los cultivos de microalgas tienen gran importancia en la acuicul-
tura debido a la posicidn que acupan en la pirdmide alimenticia. La
capacidad que poseen de convertir sales inorgdnicas en compuestos orgé
nicos por medio de la fotosintesis las hace imprescindibles en la pro-
duccidn de alimento. Se ha probado ademds, que las microalges son de
gran valor nutritivo, siendo mayor su contenido en proteinas, grasas y
vitaminas respectivamente que otras fuentes vegetales, es por eso tam-
bién que en arcas sobrepobladas son consideradas como suplemento poten
cial de alimento para el consumo humano directo (Ukeles, 1976).

El sistema mis utilizado en el cultivo de microalgas es aquél en
el cual el volumen del medio es limitado, conteniendo los nutrientes -
orgénicos e inorginicos, inoculado con un nidmero relativemente pequefio
de células y expuesto & condiciones favorables de luz y temperétura -
(Fogg, 1965).

Para iniciar el cultivo de microalgas primero se debe tener un me

dio adecuado psra la especie a cultivar. Los medios mds utilizados son
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los formados cﬁn agua de mar enriquecida, de los cuales existe una -
gran diversidad de medios empezando con las férmulas mis sencillas ba-
sadas en la de Miquel (1892), hasta las mezclas actuales mas complejas
(Provasoli, Molaughlin y Droop, 19574 Guillard 1973).

En general los medios mas utilizados actuslmente se basan en el
medio enriquecilc "f" de Guillard y Ryther (1962). Asf se han desa--
rrollado los medios de Guillard (1973), y el de Matthiessen y Toner -
(1966), (anexo I).

Para que un medio de cultivo de microalgas sea adecuado, es nece=
sario controlar ciertos pardmetros fisicoquimicos y smbientales ( PH ,
salinidad, bidxido de carbono, temperatura, iluminacién y aireacidn Te
asi como los requerimientos nutricionales ( Fitratos, fosfatos, gilica
tos, elementos traza, agentes quelantes y vitaminas), si ambos requeri
mientos se satisfacen, el cultivo producird el miximo de biomasa.

Para la preparacidén de los medios de cultivo tradicionales de mi-
croalgas se utilizan reactivos especiales, los cuales se obtienen en
cacsas especiales a precios muy elevédos, esto hace que el cultivar fi-
toplancton en estos medios resulte costoso ocasionando que los organis
mos alimentados con este, lleguen con un alto coste al mercado ( Grana
dos-Kachuca y Buckle-Ramirez, 1984).

Por otro lado (Eppley y Thomas, 1969 y Collos, 1982), postulan =
que el nitrdgeno es uno de los nutrientes mds limitantes en la produc-
cidén y tasa de crecimiento de fitoplancton, debido a que Be requiere
como materia prima para el anabolismo de proteinas y formacién de pro-

toplasms celular.
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(Aguirreumﬁﬁoz, 1981) cultivando T. suecica encontré que conside
rando la interaccidn de los nutrientes con otros factores ambientales
principalmente luz y temperatura, sobre el crecimiento, es posible de
cir que la concentracidn de nutrientes correspondientes al medio f/2,

» . . " .
se encuentra cercana al punto optimo de crecimiento pare esta especile.

T. suecica pertenece al grupo Pracinophiceae (algas color verde)
recientemente separadas de las algas propiamente verdes (Guillard, -
1975), es un alga comprimida elipsoidal con el extremo posterior agudo
y el extremo anterior de & 1lébulos, ¥ fué comocida también como Flaty -
monas sp. tiene de 7-9 u de didmetro ¥ de 10-16 u de largo y un color
verde brillante con 4 flagelos méviles. Bs una especie eurihalina, -
con capacidad de formar esporas cuyos 1imites de tolerancia a variables
fisicas son muy amplias. Posee una pared celular delgada formada prin
cipalmente de carbohidratos (Padilla, 1975), a la que (Ep{fanio,l979),

atribuye su lenta digestibilidad al comparerla con Isochrysis galbana.

Esta microalga crece bien eh el rango de teuperatura de 18-22°C, a PE
de 7.5-8.0, a intensidad de luz de 1000-2000 lux y salinidad de 20-30
o/oo . Por estas razones, es una especie de considerable potencial

de cultivo a gran escala.



OBJETIVO,

Observar el comportamiento del patrén de crecimiento de la micro

alga Tetraselmis suecica, bajo diferentes concentraciones de nitrége-

No.



MATERIALES Y METODOS.

El experimento fué realizado en las instalaciones del Instituto
de Investigaciones Oceanoldgicas (I.I.0) de la Universidad Auténoma de
Baja California (U.A.B.C.), en Ensenada, B.C. México. E1 azua de nmar
utilizada (Filtrada y pasada por U.V.) esf como la cepa de Tetraselmis
suecica, se obtuvieron del laboratorio de microalgas de este mismo Ins

tituto,

MEDICS DE CULTIVO.

Para iniciar el cultivo de microalgas, primero se debe tener un
medio de cultivo adecuado para la esﬁecie a cultivar. Los medios de
cultivo mds utilizados actualmente son £/2 de Guillard (1973), v Ma--
ttiheasen y Tonor (1966), (Anexo I), por lo que fueron soleccionados
para disefer un medio de cultivo modificado utilizado como control, -
formado por macronutrientes de Guillard y los micronutrientes, EDTA,
TRI3, vitaminas de Mattihessen y Toner (Anexo II) y la microalga selec
cionada T. suecica para este experimento es una especie de alto valor
nutritivo para la alimentacidn de larvas, semillas y adultos de crusﬁé
ceos y moluscos (Davis y Guillard, 19563 Imai, 19673 Griffith et ale.,

1973, Laing y Helm, 1981).

Medio modificado a partir de los medios de Guillard (1973) y lMa--
ttihessen y Toner (1966).
NUTRIEVTES (Solucidn stock primaria),

¥itrato 75 gr/1

Fosfato monosddico 5 gr/1



Secuestrante 10 gr/l
Tris (buffer) 200 gr/1 (ajustar PH a 7.5 con 4cido.

’ s
clorhidrico concentrado),

METALES TRAZA®

Sulfato de cobre 1.96 gr/1
Sulfato de Zinc b,bo gr/1
Cloruro de cobalto 2.00 gr/l
Cloruroc de manganeso 36.90 gr/1
Molibdato de sodio 1.26 gr/1

Preparacidn del secuestrante (solucfén stock secundaria).- El secues-
trante se prepara con 10 gr de EDTA Férrico, y un mililitro de cada
una de las soluciones primarias de los metales traza y se afore a un

litro.

VITAMINAS: (Soluciones stock primarias).

Biotina 10 mg/100 ml
312 10 mg/100 ml
Tiamina 2 gr/lOO ml

De este solucidn stock primaria o concentrada, se realizaron di-
luciones tomando 0.075 ml de esta, aforado a 100 ml con agua destilada,
pera obtener la solucion stock secundaria, de la cual se utilizd un ml
por cada 75 ml del medio de cultivo.

Loz ajustes de PH se hacen agregando gotas de BCl, bajo lectura del -

potencidmetro.



Las rutinas de trabajo de vitaminas y nutrientes se expresan en las

tablas III y IV del anexo,

Para la preparacidén del medio de cultivo control se utilizd un
matraz aforado de un litroj se afiadid agua de mar filtrada y pasada
por luz ultravioleta (U.V.), y se agregd un mililitro de las siéuien—

tes soluciones stocks:

1 ml de solucidn stock de HaNO3
1 ml de solucidn stock de Nall, PO, +H,0
1 ml de secuestrante

1l ml de tris.

Se procedié a aforar a un litro con agua de mar filtrada y pasa-
de por U.V., y posteriormente se usaron 2 matraces Erlenmeyer (origi—
nal y réplica) de 250 ml , en cada uno de ellos se afiedieron 75 ml del

medio preparado, los cuales se usaron como control.

PREPARACION DE I10S MeDIOS DE CULTIVO CON DIFZREWTES CONCENTRACIOWES DB

WaNo0, .«

3
Los medios se prepararon utilizando el mismo procedimiento que el
seguido en el contrel, cambiando solamente la concentracidn NaN05 de

la siguiente forma:

Las concentraciones utilizadas fueron 67.5, 60, 52.5, 4€.2 mg/1 ,
de N&HO§ cada uno de estos medios con diferentes concentraciones de -

ﬂaW031 gse transfirieron 75 ml a cada uno de los 2 matraces Erlenmeyer

de 250 ml utilizados en cada concentracidn.
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Posteriormente los matraces Erlenmeyer con sus respectivos medios, fue
ron esterilizados en autoclave a 15 libras/pulg2 por 15 minutcs, con--
clufdo el procedimiento de esterilizacidn, se dejo enfriar el medio de
cultivo durante 24 horas, Después se afiadieron las viteminas cerca de
la flama de los dos mecheros tipo Bunsen para prevenir la contamina---

. P &
cion de los medios.

Las inoculaciones se hicieron en presencia de los mecheros de gas
tipo Bunsen que permanecieron encendidos durante el periodo en que se
1llevé a cabo la operacidnj la boca de los matraces inoculados se acer-
ca a la flama del mechero para eliminar cualquier impureza antes de co

locarle su respectivo tapén.

Todos log matraces fuveron inoculados con un ml de cultivb monoéxg
nico de T. suecica en egstadio de crecimiento exponencial.
La densidad inicizl promedid fué de 34 x lO3 cél/ml . Los matraces -
permanecieron en el cuarto de cultivo bajo condiciones de iluminacidn
constante proporcionada por tubos de luz fluorescente, blanca frie,
La temperatura del laboratorio se mantuvo aproximadamnente constante -

( 20°C 2 ) por modio de aire acondicionado.

REGISTRO DEL CRECINMIENTO DE MICROALGAS.

Después de inocular los matraces de cultivo, se llevé a cabo el
registro del crecimiento para identificar las diferentes fases que pre
senta un cultivo en el proceso de crecimiento. Diariasmente a las 13%:00
horas se extrajeron muestras de un ml de cada uno de los 10 matraces -

(original y réplica) de cultivo, utilizando plpetas esterilizadas y -~



cerca de la flame de dos mecheros de gas tipo Bunsen para eviter la
contaminazcidn de los medios. El método para estimar la densided de
las microalgas consistid en contar directamente al microscopio com---
puesto, con un hematocitémetro tipo Meubauer de 0.1 mm de profundidad,
el cual es recomendado para el conteo de algas pequeiias ( 2 a 30 U )
y para cultivos que lleguen a densidades de § x 10“ a 106 cél/ml .

Las muestras se fijaron con una gota de lugol para fitoplancton marino

- P L . v s e
version acida, a fin de inmovilizarlos y lograr un mejor conteo.

SECUENCIA PARA CONTAR LAS CWLULAS ES LA SIGUIENTE:

l.- El cultivo se agita para que las células tengan una distribucidn

uniforme.

2.- Una vez uniformada la muestra se succiona de la parte medic del -

tubo de ensaye con una pipeta Pesteur.

3.~ Las cédmaras del hematocitémetro con su portacbjetos encima, se lle
nan con la pipeta Pasteur haciendo un angulo de 45° con respecto

al plano horizontal,

k.~ Luego se coloca el hematocitémetro en la place de barrido del mi--

Croscopio.

5~ El registro se hizo observendo al microscopio y contando las célu-

les del cuadro central (25 divisiones).

. . ’ '
6.~ Para cada muestra (original y réplica) se efectud la lectura de 6
[d § .
camaras determinando posteriormerte su promedio.

Logs valores obtenidos fueron registrados pera cdlculos posteriores
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de la densidad de las microalgas y pardmetros poblacionales.

=~ CALCULOS DE DEVFSIDAD.

Cuando se utiliza un hematocitdmetro de 0.1 mm de profundidad la den
pidad se caléula de acuerdo a la siguiente relacidn:
D= M X C X 10 X 1000 cél/ml
donde:

D= Densidad del cultivo.

M= Mililitros de muestra utilizados.

10= Fsctor de multiplicacidn debido a la profundidad del hemato

citémetro. |

1000« Valor para oconvertir a mililitros.

- PARAMETROS POBLACIONALES,

Los pardmetros poblacionales que se calcularon fueron:
La constante de crecimiento (K), tiempo de generacidn (Tg), la pro--
duccidn diaria (P.D.) y la tasa de crecimiento espec{fico (p)e

. . I d . .
La constante de crecimiento se calculd de la siguiente manera:

K= 1In (¥,/N,)

L

donde:
., i o8 s
N. = Concentracidn de las células iniciales.

¥. = Timero de células al final.

it

Uy Tiempo en dias.
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El tiempo de generacidn (Tg) se determind como lo recomienda Eppley ¥
Strickland, 1968,

)

Tg = log 2 (t? -
log W

t1
o - log Nl

La produccidn diaria (P.D.) de microslgas se valord segin De la Cruz y
Alfonso, 1975.

= N -
P.D. N Nl

Le tesa de crecimiento especifico ( U ) se estimd como lo recomienda -
E.P.A.;, 1971 para ensayos con microalgas.

Jo= log (W,/N)) afa -1

b, =~ %

ANALISIS ESTADISTICO.

Para conocer si la densidad de células estimadas en el noveno dfa
del cultivo que es el que corresponde al término de la fase exponen---
cial, varid significativamente entre los tratamientos, se aplicd el -
analisis de varianza no paramétrico de Kruskall-Wallis (sokal y Rohlf,
1979), debido a que los datos no presentan una distribucidn normal} -
utilizando los valores de las lecturas pronedio entre original y répli

ca, obtenidos en el hematocitdmetro.
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RESULTADOS,

La Tabla I corresponde a los valores promedio entre original y -
réplica de las lecturas tomadas en el hematocitdmetro para calcular la

densidad de células en cada trataniento.

Le Tabla II corresponde a la concentracidn de 75 mg/l de FaNC5 -
(control), en donde se ohserva que la miximu densidad se obtuvo el dé-
cimo dfa, el valor mdximo para K Yy ] se presentd el tercer dfa, la PD
maxima fué el noveno dfa y el valor m{nimo para TG se presentd el ter-

rd
cer die.

La Tabla III corresponde a la concentracién de 67.5 mg/l de NaNO3
en donde se observa que la mixima densidad se obtuvo el décimo dia, el
valor méximo para K y Il se presentd el tercer dfa, la PD mixima fué el

; L o]
noveno dfa y el valor minimo de TG se presentd el tercer dfa.

La Tabla IV corresponde a la concentracidn de 60 mg/l de NaNOB,
en donde se observa que la mixima densidad se obtuvo el décimo dfa, el
valor maximo para K y M se presentd el tercer dfa, la PD mdxima se ob-

4 .
tuvo el noveno dia y el valor mfnimo para TG se presentd el tercer dfa.

La Tabla V corresponde a le concentracidn de 52.5 mg/1 de NaNO5 ’
= 2 . P . .
en donde se observa que la mixima densidad se obtuvo el décimo ifa, el
L .
valor maximo para X y M se presentd el tercer ifa, la PD médxima fud el

. ,
noveno dfa y el valor minimo de TG se presento el tercer dfa.

La Tabla VI corresponde a la concentracidn de 46.2 mg/l de NaHOB,
en donde se observa que la mixima densidad se obtuvo el décimo dfa el

valor miximo para K y Jt fué el tercer dfa, la PD mdxima se presentd el
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TABLA I.- Valores promedios de las lecturas en el

hematocitdmetro para cada tratamiento.

TIEMPO TESTICO COMCEPTRACION DE NaNO,
EN DIAS (75 mg/1)

67.5 mg/1. 60 mg/L  52.5 mg/l. L46.2 mg/1.

0 3.0 3,0 3,0 3.4 3.4

1 5.5 4.8 k.5 3.5 5455
2 14.0 11,15 10.08 9.41 9.16
3 k.25 29.41 29.3 28.5 28,07
L Th.16 66.53 63.56 61.59 59.23
5 104,08 103.66 97.83 93,03 90,47
6 140,00 114.5 113,14 107.5 105.35
7 182. 74 146,66 143.58  133.66 120,15
8 208.40 202.83 201.12  170.83 162.5

9 283,33 272.83 265.24  261.03 202,83

10 315.50 298.65 268. 14 262.27 206.16




TABLA I1.~ Valores poblacionales de T, suecica
a nivel Erlenmeyer en el medio de

cultivo control con 75 mg/l de FaNO

1k

5
DIA DEN X 10000 X R TG PD
(CEL./ml) 7 pIv/pla g§%§§g DI14S CEL/DIA
0 3,40
| 5.50  0.6939  0.2089 14411 2,1000
2 14.00 1.3480 0.4058 0.7419 8.5000
3 bh,25  1.6603  0.4998 0.6023 30,2500
L Tho16  0.7450  0.2243 1.3423% 29.9100
5 104.08 0.4890 0.1472 2.0450 29,9200
6 140.00 0.4277 0.1288 23379 359200
7 182.74 0.3844  0.1157 2.6016 L2, 7400
8 208.40  0,1896  0.0571 542752 25,6600
9 283.33  0.4431  0.1334 2.2566 T4.9300
10 315.50  0.1552  0.0467 6.4450 32,1700




15

TABLA III.- Valores poblacionales de T, suecica a
nivel Erlenmeyer en el medio de culti=-

vo con 67.5 mg/l de ‘Na.NO3

DIA DEN X 10000 4 Jul G PD
(CEL./ml) # DIV/DI4  CRL/ML  DIAS CEL/DIA
DIA

0 3,40

1 L.80 0.4975 0.1498 2,0100 1.4000
2 11.15 1.2160 0. 3660 0.8224 6.3%500
3 29.41 1.3993 0.4212 0.7146 18.2600
L 66.53 1.1777 0.3545 0.8491 37,1200
5 103.66 0.6398 0.1926 1.5630 3741300
6 114.50 0.1435 0.0432 6.9691 10.8L400
7 146.66 003571 0.1075 2,8001 32,1600
8 202,83 0.4678 0.1408 2.1376 56,1700
9 272.8% 0.4277 0.1288 2.3379 70,0000

10 298,65 0.1305  0.0393 T.6654 25,8200
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TABLA IV.- Valores poblacionales de T, suecica &

nivel Erlenmeyer en el medio de culti-

vo con 60 mg/l de WaMO

5
DIA DEN X 10000 K i TG PD
(CEL./ml)  # DIV/DIA g§%§§£ DILS CEL/DIA

0 3,40

1 4.50 0. Lol 0.1217 2.l4728 1,1000
2 10.08 1.1635 0.3502 0.8595 55800
3 29.30 1.5394% . 0.4634 0.6496  19.2200
4 63.56 11172 0.33%63 0.8951 34,2600
5 97.83% 0.6222 0.1873 1.607% 3l , 2700
6 113,14 0.2098 0.0631 4.7672 15,3100
7 143,58 0.3438 0.1035 2.9091 30, 4+00
8 201,12 0.4862 0. 1464 2.0567 57,5400
9 265.2h4 0.3993% 0.1202 2.5047 64,1200

10 268,14 0.0157 0.0047 63.7432 2.9000




TABLA V.- Valores poblacionales de T, suecica a

nivel Erlenmeyer en el medio de culti-

17

vo con 52.5 mg/l  de NaRo,
DIA  DEN X 10000 K TG PD
(CEL. /m1) # DIV/DI1A gggzgh DIAS CEL/DIA
DIA
0 3.40
1 3.50 0.0418 0.0126 23,9114 0.1000
2 9.41 1.4269 0.4295 0.7008 *  5.9100
3 28,50 1.5987  0.4813 06255 19,0900
L 61.59 1.1118 0.3347 0.8995 33,0900
5 93,03 0.5950 0.1791 1.6806 31,4400
6 107.50 0.2086 0.0628 L, 7945 14.4700
7 133,66 0.3142 0.0946 3.1823 26.1600
8 170.8% 0. 3540 0.1066 2.8248 37,1700
9 261,03% 0.6117 0.1841 1.6349 90, 2000
10 262,27 0.0068 0.0021  146.2611 1.2400
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TABLA VI.- Valores poblacionales de T. suecica a

nivel Erlenmeyer en el medio de culti-

vo con 46.2 mg/1 de NaNO

b)
DIA DEN X 10000 K hi el PD
(CEL./ml) # DIV/DIA gg%é%g DIAS CEL/DIA
0 3.40
1 3.55 0.0623  0.0187 16,0551 0.1500
2 9.16 1.3676  0.4117 0.7312 5.6100
3 28.07 1.6156  0.4863 0.6189 18,9100
b 59.23 1.0773  0.3243 0.9282 31,1600
90.47 0.6111  0.1840 1.63%63 31.. 2400
6 105.3%5 0.2197 0.0661 k.5520 14,8800
7 120.15 0.1897  0.0571 5.2729 14,8000
8 162,50 0.4356 0.1%11 2.2956 42,3500
9 202,83 0.3198  0,0963% 3,1266 40,3300

10 206.16 0.0235 0.0071 . 42,5647 3,3300
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octavo dfu y el valor minimo para T¢ fué el tercer dfa,

Se construyeron einco graficas las cuales nos muestran el creci--
miento de T. suecica para ¢ada dia de cultivo, correspondiendo la figu
ra 1 (control) a una concentracidn de 75 mg/l de NaNO3. Las figuras
2,3,4 y 5 corresponden a las concentracioﬁes de 67.5, 60.0, 52.5 y 46.2

mg/l de Na_‘TO3 reapectivamente,

Los resultados obtenidos en las pruebas de Ji cuadrada y Kolgomo-
rov-3mirnov, nog indican que los datos no presentan una distribucidn
normal, por lo cual se utilizd 1la pruebe de andlisis de varienza no ra
ramétrico de Kruskall-Wallis, utilizédndose los valores promedio entre
original y réplica de las lecturas obtenidas en el henatocitdmetro para
el noveno dfa y aplicando un nivel de significancia de 5%, no pe pre--
sentaron diférencias significativas, entre el medio control y las dife

rentes concentraciones de NaNO3 utilizadas en el experimento.
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Tiempo (w0

Densidad poblacional de T. suecica en el medio de
cultivo con 75 mg/l de NuF03 (testigo). Tomando

loa valores promedio entre original y réplica.
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Curva dp Creolmlanto

Densidad poblacional de T. suecica en el medio de
cultivo con 67.5 m(g;/l de NaNOB. Tomando los valo

res promedio entre original y réplica.



FIGURA 3.~
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Curva de Crepimlanta
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Tiempo  (afse)

Densidad poblacional de T. suecica en el medio de
cultivo con 60 mg/l de NaWOB. Tomando losg valores

promedio entre original y réplica.
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FIGURA 4 .- Densidad poblacional de T. suecica en el medio de
cultivo con 52.5 mg/l de NaWO5. Tomando los valo

res promedio entre original y réplica.
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. - . I .
res promedio entre original y replica.
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DISCUSION.,

Se han realizado muchos estudios sobre la nutricidn gel fitoplanc
ton como un intento para entender las condiciones ideales de su creci-
mientc,

Uno de los reguerimientos nutricionales mds limitantes en la produc=--
cidn y tasa de crecimiento del fitoplancton es el nitrdgzeno, debido a
. . . ' 4
que se requlere como materia prima para el anabolismo de las proteinas
y formacidn del protoplesma celular (Eppley y Thomas 1969 y Collos, -

1982).

La intensidad de luz & la cual el nitrato es mejcr asimilado ocu-
rre a los 300 pies cendelas (Grant, 1967), intensidad que corresponde
a la utilizada en nuestrec experimento.

Panisgua Michel et a&l.,(1976) describen cuatro fases en la curva tfpi

ca de crecimiento (Fig. 1 del anexo).

Comperardo esta descripcidn con los valores de densidad obtenidos
para las 5 diferentes concentraciones de NaNOB en el cultivo de 7. -~
suecica, encontramos gue estas fueron muy bajas durante los dos prime-
ros dfas del cultivo {fase de induccidn), incrementéniose répidanente
hesta el noveno dia (fase exponencial), y el aéeimo dfa se presenta -
una densidad poblacional muy semejante a la del noveno dfa (fase esta-
cionaria); la fase de muerte no se presentd debidc a que no se prolon-
g6 el tiempo de cultivo.

La constante de crecimiento (X) y la tasa de crecimiento especfﬁi
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co (U) presertaron su miximo velor el tercer dfa del experinento, ezto
es debido a que las elgas se hen adaptado al medio ¥ conlenzan a malti
plicarse, El aumento de microalgas se ac:lera continuamente en progre

. , . . .
sidn gronmétrica (Paniagua Nichel et al,, 1276).

La fase exponencial es la mds impertante porque nos indica cuando
el cultivo debe cesecharse, diluirse o transferirse, y puede prolongar
se hasta cuatro dias (Paniagua Michel et al., 1976).

51 se controla la dilucidn del cultivo esta fase puede prolongarse por
semanas (lorris, 1960). Ademds esta fase est{ directerente relaciona-
da con el tamaiio del inoculo inicial y el estado fisioldgico del alge

(Fogs, 1975). Los vzlores méximos de (K) pare el control y las concen
tracicnes de 07.5, €0.0, 52.5 y 46.2 mg/1 de FaN05 fueron 1l.66, ~-
1.29, 1.53, 1.59 y 1.61 divisiones/por dfa respectivanente y se compa-
ran favorablemente con los resultados obtenidos por otros autores. Por
ejemplo Maddux y Jones (1964) obtuvieron un vslor méximo de 0.85 divi-

5 2 . . .
siones/por dfa para Tetraselmis suecica} Yanase e Imai (1968) encontra

ron un velor mfximo optimizando los niveles de luz y temperatura de -
1.8 divisiones/por dfa pare Platymonas sp$ Persoone y Sorgeloos (1975)
reportaron datos de crecimiento eguivalente a 0.69 divisiones/por dfa;{
hguirre Minoz (1961) encontrd 1.7 divisiones/por dfat trabujando con

Tetraselmis suecica.

" s 5 . .
El tiempo medio de generacidn (Tg) presenta su mfnimo velor en to

. 4 . '
dos los tratamientos el tercer dfa del inoculo., F1 (Tg) tiene un com-

portamiento inversamente proporcional a los parémetros (XyU ): esto
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. . . s Y P— .
nosg indica gque cuardo un cultive presenta un numero maximo de divisio-
o i . e # £, . 5
nes por dla, su crecimiento tambien sera maximo, mientras que el tiempo

£ (SO
que tarda en generarse las celulas se hace minimo.

la produccién diaria (PD) mdxima, se presentd el novero dfa en to
dos los tratamientos, esto eg debido a2 gue el cultivo se encuenira en
la Yltima parte d= la fase exponencialj el décimo dfa el valor de (PD)
disminuye lo cual nos indice que el cultivo se encuentra en la fase eg

tecionaria.

Cuando el cultive entra en la fase estacionaria, los valores de
(K y U) disminuyen debido a la reduccidén de nutrientes, pero el valor
de (Tg) se incrementa; en esta fase el numero de células permenece apro

ximadamente igual.

En base a los resultados obtenides sl noveno dfa del experimento
. .« P . . I

podemos suponer gue la variacicn en la concentracion de nitrogeno, no
afecto el crecimiento de la microalga T. suecica en ninguno de los tre-
tamientos, aungue en cada uno de ellos se hayan obtenido diferentes den
sidades celuleres.

En los medios con concentraciones de ¥a¥F0, menores al contrcl, al pare-

5

cer el nitrdégeno no fué limitante al crecimiento,

Yo se presentaron diferencias estadisticamente significativas s ni
vel del 5% en el crecimiento entre el cultivo control y las diferentes
cmwmﬂrmﬁmmsdeNmms.

Esto nos hace suponer que probablemente la egpecie puede crecer normal-
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mente a concentraciones menores gue lzs del medio control. LAl respec-
to, hay gque tomar en cuenta gue la microalga tiene un pool interno de
nitratos, lo cual permite que el organismo siga creciendo sun cuando
la concentracién externa de la sal nutritiva llegue a un punto critico.
Debido a lo anterior, la micrecalga pudo no agotar su reserva inlerna,

por consiguiente no necesitar los nitrates del medio.

Caperon y Meyer (1972) indicaron que las tasas de crecimiento del
fitoplencton no dependen de las concentraciones ambientales, sino de
la concentracidn de nitratos durante el perfodo precedentes al cultivo
en el cual se hizo la estimacidn del crecimiento, 4 este respecto, el
inoculo de lz microalge posiblemente trafa previamente una reserva de
nitrégeno suficiente para crecer adecusdamente en nuevos medios indepen
dientemente de lz concentracidn de nitratos. Esto puede explicar el -
hecho de no presentarse diferencias en el crecimiento. Probablemente a
volimenes mayores sea mfs factible detectar difersncias en el crecimien

. . . = . F . 4
te de cultivos sometidos a variaciones en la concentracion de nitrogeno.
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CONCLUSIONES.

Las densidedes poblacionales obtenidas el noveno dfa del cultivo,
no precentaron diferencias significatives al nivel del 55 entre el me-
dio de cultivo control y las concentraciones de (67.5, 60, 52 y 46.2
mg/l de NaFO5), encontrindose que la microalga T. suvecica puede cul-
tivarse a concentracidn de 46.2 mg/l de FaFO3, utilizando el medio de

cultivo modificade Guillard (1973) y Matthiessen y Toner (1966).
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RECCMENDACIOY RS,

De acuerdo & los resultaios obtenidos en el experimento cultivando
T. suecica utilizando el medio modificade Guillard (1975) y Metthiessen
y Toner (1966) con una concentracidn de 46.2 mg/l de nitratos, se obser
vé un crecimiento favorable, por lo que se recomienda gue al utilizar
este medio, se cultive la microalga bajo las mismas condiciones figi--

cas y nutritivas, asi como la edad de la cepa con que se inoculo este

experimento.

Considerando que la cepa inoculsda se encontraba en un medio nés
rico en nitrato, se recomienda probar inoculando con una cepa gue heya
esfado en un medio con una concentracidn de 46€.2 mg/l de nitrates, =~
para cbservar si el crecimiente es el mismo gue se presenta utilizendo

el iroculo de una cepa en un medio con 75 mg/l de nitrato.
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A N E X O

Tabla Pigina
I.- Medios de cultivo mds usados. 37
Il.- Diseilo del medio modificado £/2 de Guillard, 1973 y 38

Mattihessen y Torner, 1966, utilizado como control
y/o testigo.

IIT.= Rutina seguida en la preparacidn de los macronutrien 35
tes para los medios de cultivo.,

IV.~ Rutina a seguir en la preparacidn de la solucidn -- Lo
stock primaria de vitaminas para los medios de culti

VO
Figura

l.- Curva de crecimiento ideal de microalgas en medio de k1

volumen limitado.
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TABLA I.- Medios de cultivo mas usados; cantidades para un litro de -

agua de mar filtrada.

GUILLARD MATTIHESSEN Y TORNER
Nutrientes Mayores 75 ng. 150.0 mg
NaN03 5 ng 10.0 mg
I\Ta.HzPOQ. H20 15=%0 mg 20.0 mg
Metales traza
Na,e EDTA ' 4,36 mg Fe. EDTA 10.0 mg
FeCl3. 6H20 3,15 mng S
Cu 50, +5H20 0.0l mg 1.96 mg
Znpoy. TH20 0.022 mg by mg
CoCl2,6H20 0.01 mg 2.0 mg
MnCl2.4H20 0.18 mg 36.9 mg
NaZMoO’hL}H2O 0.006 mg 1.26 mg
Viteminas
Bl 0.10 mg 200 pg
Biotina 0.50 mg 1.0 pg

1312 0.50 mg 1.0 pg
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TABLA II.- Dimefio del medio modificado F/2 de Guillard, 1973 y

Mattihessen y Torner, 1966 utilizado como control y/o tes-
tigo.

( Cantidades para un litro de agua de mar filtrada ).

INGREDIENTES CAYTIDADZES

Mutrientes mayores:

Nano5 75 mg

Poq.ﬁza 5 ng

Metales traza

Fe. EDTA 10.0 mg
Cu 50,4 5H,0 1.96 mg
Zn SOy« TH,0 L.h mg
00012.6320 2.0 mg
Mn Cl,.4H,0 36,9 mg
N32H004.4H2O 1,26 mg
Vitaminas

Bl 200 Pe
Biotina 1,0 pg
B




TABLA III.- Rutina seguida en la preparacidn de los

para log medios de cultivo.

PREFARACION DIt NUTRIEMTES

39

macronutrientes

NITRATOS

FOSFATOS

SECUESTRARTE

TRIS (BUFFER)

Pesar 75 gr

Pesar 5.0 gr

Pesar 4.3%6 gr

EDTA y 3.15 gr
de cloruro Feé--

rrico.

Y

Pesar 200 gr

V

Disolver con

agitador en
950 ml de
H20D.,

Disolver con
agitador en
950 ml de
H20D.

Disolver con
agitador el
EDTA en 500 ml

de H20D.

Disolver en

500 ml de
H20D con agi
tador.

Aforar a 1
Lt.

Aforar a 1
Lt.

Anadir el oloru
ro Férrico pre-
viamente disuel
to en H20D.

Ajustar el pH
a 7.5 con HCI
al %0% (aprox.
1%0 ml)

N

Aforar a 1
1t con
#20D

Afladir 1 ml
de cada metal
traza.

Aforar aprox.,
a 950 ml con
H20D.

Aforar & 1 l‘ti
con H20D
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TABLA IV.~ Rutina a seguir en la preparacidn de la solucién STOCK pri-

maria de Vitaminas para los medios de cultivo.

CONCENTRADO
( SOL.STOCK PRIMARIA )

312 BIOTIVA TIANMINA
Pesar 10 mg Pesar 10 mg Pesar 2 g
con balanza con balangzs con balanza
anal{tica analitica. analftice.

Disolver en

Disolver en

/

Disolver en

50 ml de 50 ml de 50 m1 de
H20D H20D H20D

N/ i/
Aforar a Aforar a Aforar a
100 ml 100 ml 100 ml

Ajustar el PH a 5.0 con HC1 al 10%-y esterilizar por 5 minutos
a 15 libras de preéién por pulgada cusdrada. Se guarda en récipiqn

tes pequeilos y se congela.
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FIGURA 1.~ Curva de crecimiento ideal de microzlgas en medios de volu-
men limitado. A. fase de induccidns B. fase de crecimiento
exponencialj C. fase de declinamiento relativo del creci---

mientoj D. fase estaciornaria y B. fase de muerte



