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RESUMEN.

En el presente trabajo se determiné el efecto de distintas concentraciones
de vitamina By, sobre la tasa especifica de crecimiento de un dinoflagelado
toxico y productor de mareas rojas, Amphidinium carteri. Se determinaron su
maxima tasa de crecimiento (max) ¥ SU constante de semisaturacion (ks)

L.a especie fue cultivada con 7 concentraciones de vitamina By, de 0 a
500 ng I"., en cultivos cerrados en matraces erlenmeyer de 250 ml. Cada
concentracion se prob6 por triplicado. Los cultivos se muestrearon diariamente y
se realizaron conteos celulares en camaras de conteo, con microscopio dptico.

Se calculd la tasa especifica de crecimiento de cada réplica de cada
condicion de cultivo, asi como la densidad celular final alcanzada en cada uno.
Las tasa de crecimiento fueron de 0.27 a 0.62 dias™ y las densidades finales de
190,600 hasta 1,633,056 células/ml.

Se encontré una relacion del tipo Michaelis-Menten entre la concentracion
de vitamina y la tasa de crecimiento de la especie. Se obtuvo una constante de
semisaturacion de 4.53 ng I y una tasa maxima de crecimiento de 0.6 dias™.

La concentracion de vitamina By, limitd la densidad maxima de la especie
a concentraciones menores a 50 ng I,

Se comprob6 que la cantidad de vitamina B12 disuelta en el medio es un
factor limitante del crecimiento de Amphidinium carteri.
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I. INTRODUCCION.

Muchas especies del fitoplancton son auxdtrofas, esto es, que requieren de una
fuente exégena para obtener uno o mas factores accesorios para el crecimiento, de los
cuales, solo las vitaminas B,, biotina y tiamina han demostrado ser de importancia general
para las algas (Droop, 1962). Sin embargo, los requerimientos vitaminicos son distintos
para cada especie, e incluso para una misma especie varian de acuerdo a las demas
condiciones del ambiente (Bonin et al., 1981). Por lo tanto, las vitaminas contribuyen a
modificar el crecimiento de las diferentes especies de fitoplancton de tal forma que, aunque
no se consideran limitantes de la produccion primaria total, es muy posible que al
interactuar con ofros factores fisicos y quimicos determinen la sucesion fitoplancténica
(Raymont, 1980; Bonin et al., 1981).

De las vitaminas del complejo B, Ia que mas comunmente necesita el fitoplancion es
la B12 o cianocobalamina (Raymont, 1963). Provasoli y Carlucci (1974, citado por Bonin et
al., 1981) encontraron que, de 388 especies de microalgas previamente estudiadas, 203
eran auxotrofas; y de ellas, 85% dependian de la vitamina B1z2, 40% de la tiamina y 7% de
la biotina.

Asi como varian los requerimientos vitaminicos especificos de las algas en cuanto a
la cantidad que necesitan para crecer, también varian Sus requerimientos en cuanto a la
estructura molecular de la vitamina que utilizan, por lo que algunas microalgas crecen bien

con analogos de la vitamina en cuestion. Las cobalaminas consisten de dos componentes



INTRODUCCION 2

caracteristicos: un sistema de anillos que contiene cuatro anillos del tipo pirrol y un atomo
de cobalto coordinado con los cuatro atomos de nitrdgeno internos del sistema anular. El
segundo componente es un nucledtido que contiene como base al 5,6-dimetilbenzimidazol
(Lehninger, 1991). La respuesta especifica de los organismos hacia Ia Bz o
cianocobalamina y sus variantes, esta determinada por la naturaleza del nucledtido. La
respuesta puede ser de tres tipos: 1) aquellos que, como los mamiferos, necesitan una
base del tipo del benzimidazol en el nucledtido; 2) aquellos que, como Lactobacillus
leichmannii pueden también usar una base como la adenina, y 3) aquellos que, como
Escherichia coli, requieren solamente del ndcleo, sin importar los nucledtidos. Las algas
caen en las res categorias (Bonin ef al., 1981).

El efecto de las vitaminas sobre el crecimiento del fitoplancton fue estudiado al
principio de manera cualitativa, es decir, todo o nada. Sin embargo; pronto fue obvio que a
concentraciones bajas, podia observarse una respuesta graduada en forma de una cinética
del tipo Michaelis-Menten (Swift, 1980) . En las Ultimas décadas, con la observacion de un
incremento global en la frecuencia, magnitud y extension de las mareas rojas (Anderson,
1989), se ha dado importancia al rol de las vitaminas del complejo B en el desarrollo de
éstas (lwasaki, 1989).

Todas las especies de fitoplancton capaces de producir marea roja, estudiadas
hasta ahora, necesitan vitamina B,, algunas biotina ylo tiamina (Nishijima y Hata, 1989).
Nishizima (1986, citado por Iwasaki, 1989) estudio los requerimientos especificos de varios

dinoflagelados productores de marea roja y encontré que todos requerian concentraciones
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de 10 @ 20 ng I'' de By, en el medio; consecuentemente, sugirié que la concentracion de
vitamina By, en el agua de mar es uno de los factores més importantes que controlan el
surgimiento de mareas rojas en aguas costeras.

En el medio marino las bacterias son generalmente consideradas como las
principales productoras de vitamina By, en sedimentos y en la columna de agua, seguidas
por algunas especies fitoplancténicas que son capaces de producirla internamente y, por lo
tanto, no requieren una fuente externa de esta vitamina (Swift, 1980). Normalmente hay
suficiente vitamina By, disuelta en el medio para que el fitoplancton auxétrofo pueda
alcanzar tasas maximas de crecimiento (Hmax) Sin embargo, después de un florecimiento, la
cantidad de vitamina puede variar, dependiendo de la presencia de bacterias, y dar lugar a
una competencia entre auxotrofos. En este caso las especies particulares que se
desarrollaran en la zona estaran determinadas por la influencia de la vitamina sobre la tasa
especifica de crecimiento de cada una (Swift, 1980). Esta es la importancia de la constante
de afinidad o semisaturacién (ks) definida como la concentracion de vitamina a la que una
especie alcanza la mitad de su maxima tasa de crecimiento.

Es importante, por tanto, conocer los requerimientos vitaminicos especificos y su
influencia sobre la tasa de crecimiento de las diferentes especies del fitoplancton (ks),
sobre todo las formadoras de marea roja; asi como la distribucion y dinamica de las
vitaminas en el medio marino, como parte del conocimiento de las causas que originan

estos fendmenos, que en ocasiones son tan dafinos para el hombre.
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El género Amphidinium perteneciente a g familia  Gymnodiniidae de los
dinoflagelados desnudos, ha sido reportado como téxico (Halstead, 1965) y productor de
mareas rojas (lkawa y Sasner, 1975 Fraga y Séanchez, 1979). Amphidinium carteri
(Hulburt, 1957) es un dinoflagelado marino de aguas templadas y someras descrito por
primera vez en la zona de Cape Cod, Massachusetts, en Estados Unidos. Requiere
vitamina By, para su crecimiento (Carlucci y Silbernagel, 1969) y su respuesta es del tipo
mamifero (Provasoli y Carlucci, 1974 citado por Swift, 1980).

En el presente trabajo se utilizaron cultivos cerrados, con medio /2 de Guillard
(1975), para probar el efecto que diferentes concentraciones de vitamina B2 en el medio
de cultivo tienen sobre la tasa de crecimiento (M) y densidad final (N;) de Amphidinium
carleri; y asi conocer su constante de semisaturacion (ks), es decir, cantidad de vitamina
B2 disuelta en el medio que necesita A. carteri para su crecimiento poblacional y

duplicacién celular.
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Ll. Antecedentes.

Uno de los primeros trabajos realizados acerca del efecto de las concentraciones de
vitamina By sobre la tasa de crecimiento de las microalgas fue el realizado por Ford (1958),
en el que observo que la crisofita Ochromonas malhamensis muestra una disminucion de Ia
tasa de divisién a una concentracion de 13 ng By I

Droop (1961, 1966 y 1968) realizé una serie de experimentos orientados a conocer
las respuestas de la microalga Monochrysis lutheri hacia la vitamina By en cultivos
cerrados y quimiostatos. En el primero (1961) utilizé cultivos cerrados a tres temperaturas
diferentes y observo que la produccion final de todos los cultivos vario de manera directa
con la concentracion de vitamina By, lo cual dio como resultado que 1 ng de By, disuelta
en el medio de cultivo pudo soportar una produccién de 0.55x10° cel/ml, para un intervalo
entre 0.1y 100 ng By, I'": aunque no observé ninguna variacion significativa en la tasa de
division celular, en este mismo intervalo.

Droop (1966) utilizd un quimiostato de 250 m| para medir los parametros del
requerimiento de vitamina By, de M. lutheri; obtuvo una produccién de 0.25x10° celfml para
un ng de By, y una constante de semisaturacion entre 2 y 6 ng By, ml™

Droop (1968) utilizo vitamina B, marcada con Co para estudiar detalladamente la
cinética de asimilacion, crecimiento e inhibicién de la misma microalga; observé que el
crecimiento especifico de M. lutheri en los quimiostatos dependia directamente de Ia

concentracion intracelular de vitamina (cuota celular) mas que de la externa, que la
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absorcion de la vitamina era mas rapida que la asimilacion, Yy que existia un inhibidor
excretado por las mismas células, el que se unia a la vitamina haciéndola no disponible. Se
encontré también que la excrecién y sensibilidad a este inhibidor no eran especificas de
cada especie ni estaban confinadas a algas que requieren vitamina Bs.

Swift y Taylor (1974) compararon la cinética de crecimiento de tres especies
marinas de acuerdo a las concentraciones de B12 y observaron diferentes caracteristicas
para estas especies. La constante de semisaturacion fue 0.39 ng I'' para Thalassiosira
pseudonana, 1.69 para Isochrysis galbana y 2.77 para Monochrysis lutheri concluyeron
que una cierta fase del ciclo de vida de estas especies podria estar limitada por la
disponibilidad de vitamina.

Cordova-Ricardez (1988) realiz6 un experimento sobre el efecto de |Ia
cianocobalamina en Tetraselmis suecica pero no encontré diferencia significativa entre el
crecimiento de la microalga con o sin la vitamina Bo.

Estudios recientes sobre la relacién entre la vitamina By, y el desarrollo de las
mareas rojas han sido realizados por Nishijima y Hata (1989), quienes estudiaron el
requerimiento de vitamina By, de Chatonella antigua, asi como la dinamica de esta vitamina
en el mar de Seto, Japdn. Encontraron una constante de semisaturacion de 0.05-0.35 ng I
para C. antigua, y concluyeron que, en ese lugar, el nivel de vitamina B, disuelta es un

factor importante que controla Ia aparicion de mareas rojas de Chatonella.
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Granelli et al. (1993), determinaron las posibles causas de una marea roja de
Chrysochromulina polyepis ocurrida en aguas Escandinavas, donde observaron que los
numeros maximos de C. polylepis en cultivos se ven promovidos por el cobalto en forma
idnica o en vitamina Bys.

Honjo (1993) afirmé que las mareas rojas de la raphidophyta Heterosigma akashiwo,
que han incrementado su ocurrencia en aguas costeras debido a la eutroficacion de éstas,
requieren metales como hierro y manganeso, asi como nitrégeno, fosforo y vitamina By,
disueltos en el medio para su desarrollo.

Orellana-Cepeda et al ., (1993) sugieren que la produccién de vitaminas en zonas
de descarga y de maricultivos, en las costas de Baja California, fomentan la dominancia de
especies auxodtrofas de dinoflagelados, que son los principales productores de mareas rojas
en la region.

Acerca del dinoflagelado Amphidinium carteri, lkawa y Taylor (1973), observaron
mortalidad de peces en el sobrenadante de un cultivo de este organismo y encontraron que
A. carteri contiene un alto porcentaje de cloruro de colina, en forma de 3 derivados de ésta,
que pueden ser los responsables de la toxicidad de la especie.

Sampayo (1985) reportd que A. carteri también ha sido localizado en las costas de
Portugal, donde sus florecimientos en estanques de cultivo de peces estan asociados con

mortalidad de los mismos. También se ha encontrado asociado a arrecifes coralinos en la
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Polinesia Francesa (Fukuyo, 1981), y en Okinawa (Nakajima et al, 1981), donde su
toxicidad ha sido comprobada (Yasumoto et al,, 1980 y Nakajima ef al., 1981).

Tomas et al. (1989) estudiaron los efectos de diferentes fuentes de nitratos y
fosfatos y de la temperatura sobre el crecimiento de A. carteri, aislado del Golfo de
Napoles y observaron que crece particularmente bien con urea, amonio y glicerofosfato,
mientras que las densidades maximas varian directamente con la temperatura y la fuente
de nitrégeno.

Sobre sus requerimientos vitaminicos, se sabe que necesita Biz, tiamina y biotina.
Carlucci y Silbernagel (1 969) probaron el efecto de las vitaminas By, tiamina y biotina
sobre cultivos cerrados de Cyclotella nana, Monochrysis lutheri y Amphidinium carteri
respectivamente. Encontraron que el nimero de células en todos los cultivos fue
proporcional a las concentraciones de vitaminas.

De este estudio se obtuvo la constante de semisaturacion (ks) de A. carteri para
biotina. En la revision bibliografica efectuada no se encontré ningun reporte de la constante
de semisaturacion (ks) de esta especie, para la vitamina Bys.

En el departamento de microalgas, del Laboratorio de Acuacultura del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (II0) se ha observado que A. carteri presenta efectos

toxicos sobre Artemia sp. (Valenzuela-Espinoza, comunicacion personal).
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El presente trabajo se ubica dentro del proyecto “Ecofisiologia del fitoplancton

costero” de la Universidad Auténoma de Baja California convenios CONACYT P220CCR-
892410 y SEP-UABC 90-01-375.
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Lil. Objetivo.

1) Determinar la tasa de crecimiento de Amphidinium carteri a diferentes

concentraciones de vitamina B12 en culiivos cerrados.

2) Determinar la constante de semisaturacion (ks) de vitamina B para A. carteri.



il. METODOLOGIA.

IL.L.Condiciones generales de los culiivos.

Se utilizoé una cepa de Amphidinium carteri proporcionada por el departamento de
microalgas del Laboratorio de Acuacultura del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas
(l1O).

Los experimentos se realizaron en cultivos cerrados, en matraces erlenmeyer de
vidrio de 250 ml de capacidad, con tapon de algoddn y gasa. Todo el material de cristal se
lavd con jabén libre de fosfatos, se dejé en acido clorhidrico 5% durante 24 horas y se
enjuagd con agua destilada y agua de mar esterilizada por UV.

El medio utilizado fue el /2 de Guillard (1975). Los nutrientes utilizados fueron:
nitratos, fosfatos, solucion de metales traza con EDTA disédico y amortiguador TRIS. Para
la preparacion del medio de cultivo se utilizo 1 ml de solucion stock de cada nutriente para
1000 ml de agua de mar. Las soluciones stock de los nutrientes fueron también
proporcionadas por el laboratorio de microalgas del 1O

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua de mar filtrada y pasada por
UV. Posteriormente se esterilizaron en autoclave a 15 Ib de presién por 10 minutos..

Para las manipulaciones de los cultivos en medio estéril, se utilizo una campana
provista con lamparas de rayos ultravioleta (UV) del proyecto “Ecofisiologia del fitoplancton

costero”,

11
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ILIL. Preparacion de las soluciones stock de vitaminas.

Todas las soluciones stock se prepararon con agua destilada y desionizada. Las

concentraciones de vitaminas del medio /2 (Guillard, 1975) se muestran en la Tabla .

Tabla I. Concentracion de las vitaminas en el medio de cultivo /2.

Vitamina En 1000 ml de agua de  En 100 ml de agua de mar
mar (vol en matraces)
Biotina cristalina 0.5ug 6 500 ng 0.05 ug 6 50 ng
Cianocobalamina cristalina (By,) 0.5 ug 6 500 ng 0.05 g 6 50 ng
Clorhidrato de tiamina (B+) 0.1 mg 6 100 pg 0.01 mg 6 10 ug

Para obtener estas concentraciones finales en el medio de cultivo, primeramente se

prepararon las soluciones stock concentradas de cada vitamina, con concentraciones

20,000 veces mayores que las del medio /2.

Tabla Il. Concentracion de las soluciones stock de vitaminas.

Vitamina Concentracion
Biotina cristalina 10mg !’
Cianocobalamina cristalina (B1,) 10mg I
Clorhidrato de tiamina (B;) 29l
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Para ello, se pesé en una balanza analitica 10 mg de biotina y B, y 2 g de
tiamina. Cada una se disolvio y se aforé separadamente a 1000 ml de agua
desionizada.

A continuacion se prepard un stock secundario de biotina-tiamina. Se tomd 1 ml
de las soluciones de biotina y tiamina y se aford a 100 ml de agua desionizada.

Para la solucién de By, se tomd 5 ml del stock primario y se aforé a 1000 ml de

agua desionizada.

Tabla Ill. Concentracion de las soluciones stock secundarias de vitaminas.

Vitamina Concentracién
Biotina cristalina 100 pg I
Cianocobalamina cristalina (B1,) 50 pg I
Clorhidraio de tiamina (B,) 20 mg |’

Estas soluciones se transfirieron a viales de vidrio y se esterilizaron en autoclave
a 15 lb de presién por 5 minutos. Para la preparacion de los medios de cultivo se
agregaron, dentro de la campana irradiada con lamparas de UV, 0.5 ml de la solucion
de biotina-tiamina a cada matraz erlenmeyer con medio de cultivo ya esterilizado. De la
solucion de By, se agregaron distintos volumenes de la solucion stock secundaria,
segun la concentracion a probar, siendo 1 ml el volumen de solucion stock secundaria
necesario para obtener la concentracion de 500 ng I", indicada por el medio f/2

(Guillard, 1975).
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ILII. Experimento.

a) Aclimatacion

Se llevé a cabo en matraces erlenmeyer (por duplicado) con 98 ml de medio de
cultivo /2 sin vitaminas, donde se inocularon, en medio estéril, 2 ml de la cepa de A.
carteri.

Los matraces se colocaron en el cuarto de incubacién a temperatura de 20+ 1 °C
y en condiciones de luz controladas; diariamente fueron agitados manualmente y se
mantuvieron durante 10 dias. Esto se hizo con el fin de que agotaran su reserva interna
(pool) de vitaminas, la cual, en algunas especies puede ser conservada hasta por seis
generaciones (Bladbeer, 1971, citado por Cordova-Ricardez, 1988).

b) Experimento

Se realizaron dos experimentos, en el primero se probaron las siguientes
concentraciones iniciales de vitamina By, en el medio de cultivo: 0, 100, 200, 300 y 500
ng Bz I"; la primera como blanco y la ultima como testigo, debido a que es la
concentracion de vitamina de enriquecimiento para el agua de mar en el medio /2 de
Guillard (1975). En el segundo experimento se probaron concentraciones menores de
vitamina: 25, 50 y 100 ng By, I

En matraces erlenmeyer se colocaron 94 ml de medio enriquecido /2 sin
vitaminas, y se esterilizaron en autoclave. En medio esteril, se les agregaron 0.5 ml de

las solucién de biotina-tiamina, y los siguientes volimenes de la solucién de Bia.
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Tabla IV. Concentraciones iniciales de vitamina Bz probadas en los cultivos de
Amphidinium carteri,

Volumen usado de la sol. stock Concentracion inicial en el medio

0oml Ongl”
0.05 ml 25ng "
0.1 ml 50 ng I
0.2 ml 100 ng I
0.4 ml 200 ng I
0.6 mi 300 ng I

1.0 ml 500 ng I

A continuacion se inocularon con 5 ml de las células previamente aclimatadas,
provenientes de cultivos con densidades de 1,040,000 células/ml, para el primer
experimenio y 1,266,667 células/ml para el segundo. Todas las condiciones se probaron
por friplicado. Los cultivos se colocaron en incubacion a 21 + 2 °C con irracliancia
constante. Diariamente se homogenizaron manualmente.

En el primer experimento se tomd diariamente, a partir de las 69 horas, una
muestra de 1 ml . Para el segundo experimento se tomd una muestra cada doce horas,
de las 47 a las 139; y luego cada 24 horas de las 139 hasta las 259. Las muestras se
preservaron con 2 gotas de fijador Utherméhl. En la figura 1 puede observarse un

diagrama de flujo, que ilustra lo descrito anteriormente.
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PREPARACION Eﬂ FQEPARAC!ON DE ?

VITAMINAS MEDIOS DE CULT.

-~ |

ESTERILIZACION ESTERILIZACION
15 LB 5 MIN 15 LB 10 MIN

AGREGAR VITAMINAS
CONCENTRACIONES A
PROBAR

|

INOCULAR CON
SML CULTIVO DE
Amphidinium. carteri
ACLIMATADO

!

EXPERIMENTO
C/CONC. POR TRIPLICADO

!

TOMA DE MUESTRAS
1 ML DIARIO O €12 HRS

1

| OBTENCION DE RESULTADOS |

Figura 1. Disefio de los experimentos para probar el efecto de diferentes

concentraciones de vitamina B, sobre el crecimiento poblacional del dinoflagelado
Amphidinium carteri.
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ILIV. Obtencion de parametros poblacionales y requerimiento vitaminico.
ILIV.I. Conteos
Las células se contaron al microscopio compuesto con un objetivo de 10
aumentos en camaras de conteo Neubauer de 0 1 mm de profundidad. De cada
muestra se contaron seis submuestras y se obtuvo un promedio. Se realizd un conteo
de tipo sistematico y se obtuvo el ndimero de ceélulas por mililitro (Guillard, 1978).

Se graficé el logaritmo natural del nGmero de células por mililitro (In(N)) contra el
tiempo (en horas) de cultivo. Se buscod diferenciar graficamente las siguientes fases:
1)una fase de latencia en la cual aparentemente no existe un aumento en el nimero de
células 2)una fase exponencial en la cual la multiplicacion de células es rapida y los
numeros incrementan en progresion geométrica 3)una fase de declinacion relativa del
crecimiento 4)una fase en la que el nimero de células permanece mas o menos

estacionario, y 5)una fase de muerte (Fogg, 1975).

ILIV.IL. Parametros poblacionales
Se obtuvieron los siguientes parametros para la fase de crecimiento
exponencial de cada réplica de cada condicién de cultivo.

Se calcul6 la tasa especifica de crecimiento LL, COMO:

H = In(Np) - In(N,)
-t
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donde: Ny es el nimero de células al principio de la fase de crecimiento exponencial; N,
el nimero de células al final de la fase exponencial y ty y t; son el tiempo inicial y final
de esta fase.

Si p se calcula con logaritmo base 2 de N: la tasa especifica de crecimiento (p)
es equivalente al nimero de duplicaciones por dia, (D) (Guillard, 1973). Para convertir
la tasa de crecimiento calculada con logaritmo natural () a nimero de duplicaciones

diarias, ésta se divide entre el logaritmo natural de 2
D=u = y
In(2) 0.693
El tiempo de duplicacién G es el valor reciproco de D (IDEM):

G=1
D

La densidad final, N¢ de cada cultivo se calculd como el promedio del nimero de

células en toda la fase estacionaria de cada condicién de concentracion de vitamina Bys.

ILIV.II. Requerimiento vitaminico.
Droop (1961), expresa que, de acuerdo a la ecuacién de Monod, la relacién entre
la concentracion de un nutriente limitante (S) y el crecimiento relativo de una especie (u)

es!
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donde ks es equivalente a I concentracion necesaria para alcanzar la mitad de la
maxima tasa especifica de crecimiento, pmax (McCarthy, 1981).

Gracias al uso de este modelo se utilizan los parametros ki (constante de
semisaturacion) y Lmay para expresar los requerimientos especificos de los organismos
por un nutriente dado.

Para determinar dichos parametros en el presente trabajo, se graficé la tasa
especifica de crecimiento contra la concentracion inicial de vitamina By,. Se aplicod la
transformacion de Wolf (Droop, 1966; McCarthy, 1981; Nishijima y Hata, 1986,a):

S=1_S+k

L Mmax  Mmax

Syksenng Byl
1LY Hmaxen dias™

De donde por una regresion lineal de minimos cuadrados se obtuvieron Hmax Y Ks.

ILV. Tratamiento estadistico.

Se comprobé la validez de las replicas por medio de un andlisis de varianza no
parametrico de Kruskal-Walis con un nivel de significancia o=0.05 realizado en el
paquete Statistica Ver 4.2. Se eligié utilizar una prueba no parameétrica porque el

ndmero de observaciones, o conteos es pequefio (n=6) y ademas no se puede suponer
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normalidad de las muestras; por lo tanto es mas eficaz en este caso la aplicacién de
una prueba no paramétrica (Siegel, 1990).

Una vez comprobada la validez de las réplicas se calculd el valor promedio del
numero de células por mililitro en cada réplica. Se realizo un andlisis de varianza similar
entre los dias de cultivo, para detectar estadisticamente la fase de crecimiento
exponencial en cada condicion de cultivo.

Una vez definida la fase de crecimiento exponencial, tanto por método grafico
como estadistico, se sacaron los parametros poblacionales antes mencionados para
cada condicion de cultivo.

Se aplico otro andlisis de varianza de Kruskal-Walis a los parametros de 1y Ny,
para observar si existian diferencias entre las 7 diferentes concentraciones de vitamina

Biz.



iil. RESULTADOS.

El crecimiento poblacional de Amphidinium carteri cultivado con siete diferentes
concentraciones iniciales de vitamina Bi, se observa en las figuras 2 a la 9, donde se
grafico el logaritmo natural del nimero de células contra las horas del cultivo.

El analisis estadistico demostrd que no existieron diferencias significativas entre
las réplicas, excepto en la réplica 1 del cultivo que crecié en medio con 25 ng By I
Esta réplica se eliminod de los andlisis posteriores.

Para la condicion de ausencia de vitamina Byz en el medio de cultivo (figura 2) es
posible observar una curva de crecimiento limitado, en la que no se distingue claramente
una fase exponencial y con tasa de crecimiento y densidad final menores que en las
demas figuras.

El andlisis grafico y estadistico comprobd que la fase exponencial era
aproximadamente de las 47 a las 114 horas. La fase de retraso del crecimiento exponencial
fue a las 139y 114 horas, y a partir de ahi siguio la fase estacionaria (Tablas V - XII).

Los parametros poblacionales obtenidos para cada condicion de cultivo, se resumen
en la Tabla XlII. La mayor tasa de crecimiento (n) fue de 0.62 dias™, con un tiempo de
duplicacion de 1.12 dias y 0.89 duplicaciones diarias, para el cultivo con 200 ng B2 " La
menor tasa de crecimiento fue de 0.27 dias™ con un tiempo de duplicacion de 2.51 dias y
0.39 duplicaciones diarias para del cultivo sin vitamina. Las tasas de crecimiento fueron

muy semejantes entre si a partir de los 100 ng By ",

21
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Figura 2. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 0 ng Byz I (promedio de las

replicas + desviacion estandar).

Tabla V. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 0 ng By, I

Tiempo Réplica a Réplicab Réplicac PROWM DS
(horas) cel/ml cel/ml cel/ml cel/ml
0 52000 52000 52000 52000 7416.198*

69 78000 96851.85 95111.11  89987.6533  8506.28859
92 74444 44 112037 79629.63 88703.69 16634.3834
114 165000 160000 128333.3 151111.1 16235.1703
139 164000 154000 153333.3 157111.1 4878.78603
163 171666.7 196666.7 166666.7  178333.367  13123.3465
187 156666.7 216000 206666.7  193111.133 26050.274
211 180000 243333.3  218333.3 213888.867  26046.0037
237 213333.3 211666.7  223333.3 216111.1 5151.99111
259 220000 148000 176666.7 181555.567  29596.4611

* Desviacion estandar de los conteos.
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Figura 3. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 25 ng Bi2 I (promedio de las

réplicas + desviacion estandar).

Tabla VI. Crecimiento poblacional de Amphidinium carieri con 25 ng Byz |

Tiempo Réplica b Réplica ¢ PROM DS Fase
(horas) cellml cel/ml cellml
0 63333.35 63333.35 63333.35 14907.12*

47 236666.7 235000 235833.35 883.35 exp
54 288333.3 263333.3 275833.3 12500 exp
76 441666.7 385000 413333.35 28333.35 exp
91 583333.3 491666.7 537500 45833.3 exp
102 616666.7 608333.3 612500 4166.7 exp
114 6333333 816666.7 725000 91666.7 retraso
126 1020000 933333.3 976666.65 43333.35 est
139 9833333 983333.3 983333.3 0 est
163 1116667 750000 933333.5 183333.5 est
187 1091667 1233333 1162500 70833 est
218 1216667 1283333 1250000 43383 est
259 1108333 1208333 1158333 50000 est

Uia7-102) 0.4178 0.4149 0.4164 .0014

* Desviacion estandar de los conteos.
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Figura 4. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 50 ng Bz I (promedio de las
réplicas + desviacion estandar).

Tabla VII. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 50 ng By, I

Tiempo Réplicaa Réplicab Réplicac PROM DS Fase
(horas) cellml celliml cellml cellml
0 63333.35 63333.35 63333.35 63333.35 14907.12*

47 271666.7  256666.7  293333.3 273888.9 156051.3237 exp
54 290000 316666.7  288333.3 298333.333  12981.4925 exp
76 583333.3 604000 490000 559111.1 49591.9095 exp
91 700000 708333.3 750000 719444 433  21872.2497 exp
102 950000 783333.3  758333.3 830555.533 85074.4202 exp
114 1366667 1016667 1083333  1155555.67 151738.998  retraso
126 1541667 1283333 1291667  1372222.33 119863.77 est
139 1666667 1641667 1441667 1516667 54006.1725 est
163 1691667 1316667 1608333 1638889 160775.417 est
187 1591667 1466667 1525000 1627778 51068.8291 est
218 1600000 16566667 1483333 1550000 49065.5269 est
259 1633333 1491667 1550000  1558333.33  58134.3113 est

M(a7-102) 0.5462 0.4867 0.4144 0.4824 0.0538

* Desviacion estandar de los conteos.
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Figura 5. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 100 ng By I (promedio de

las réplicas + desviacion estandar).

Tabla VIII. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 100 ng B1o I,

Tiempo Réplicaa Réplicab Réplicac PROM DS Fase
(horas) cellml cellml cellml cellml
0 63333.35 63333.35 63333.35 63333.35 14907 12*

47 243333.3 286666.7 290000 273333333 21256.8298 exp
54 330000 340000 371666.7 347222233 17760.4235 exp
76 558333.3 450000 616666.7 541666.667 69054.4699 exp
91 800000 633333.3 725000  719444.433 68154.7037 exp
102 925000 1025000 1150000  1033333.33 92044.6751 exp
114 991666.7 1000000 1283333  1091666.57 135571.327  retraso
126 1316667 1358333 1416667 1363889  41013.4275 est
139 1458333 1258333 1691667  1469444.33 177082.251 est
163 1591667 1600000 2066667 1752778 221979.11 est
187 1491667 1916667 1858333  1755555.67 188111.023 est
218 1691667 1591667 1758333  1680555.67 68493.2366 est
259 1825000 1791666 1711667 1776111 47557 4091 est

Mia7-102) 0.5827 0.5558 0.6012 0.5799 0.0186

* Desviacion estandar de los conteos.
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Figura 6. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 100 ng Bs I”" (promedio de
las réplicas + desviacion estandar).

Tabla IXX. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 100 ng By "

Tiempo Réplicaa Réplicab Réplicac PROM DS Fase
(horas) cellml cel/ml cel/ml cel/ml
0 52000 52000 52000 52000 7416.198%
69 235000 151666.7 255000 213888.9 44748.9414  exp
92 321666.7 345000 354000 340222.233 136254875  exp
114 766666.7 708333.3 725000 733333.333 24532.6955  exp
139 858333.3 950000  941666.7 916666.667 41387.9791 retraso
163 1183333 1300000 1175000 1219444.33 57062.9553  est
187 1558333 1550000 1216667 1441666.67 159135157  est
211 1508333 1466667 1625000 1533333.33 67012.9203  est
237 1820000 1458333 1683333 1653888.67 149110.655  est
259 1558333 1358333 1725000 15647222 149897.216  est
H69-114) 0.6384 0.822** 0.5572 0.5938 0.0015

* Desviacion estéandar de los conteos.
= Esta tasa de crecimiento se elimind de analisis posteriores por considerarse demasiado alta.
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Figura 7. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 200 ng Bz I (promedio de
las réplicas + desviacion estandar).

Tabla X. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 200 ng Biz I

Tiempo Réplicaa Réplicab Réplicac PROM DS Fase
(horas) cel/ml cel/ml cel/ml celfml
0 52000 52000 52000 52000 7416.198"
69 235000 225000  221666.7 227222.233 5665.56634  exp
92 343750 400000  408333.3 384027.767 28683.1523  exp
114 693750 725000 762500  727083.333 28105.7033  exp
139 900000 830000  958333.3  896111.1 52463.9662 refraso
163 975000 1158333 1408333 1180555.33 177603.953  est
187 1358333 1550000 1450000 1452777.67 78272.3719  est
211 1450000 1525000 1466667 1480555.67 32155.0545  est
237 1466667 1800000 1833333 1700000 165551.581 est
259 1591667 1408333 1533333 1511111  76477.4557  est
M(69-114) 0.5904 0.624 0.6588 0.6244 0.279

* Desviacion estandar de los conteos.
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Figura 8. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 300 ng B, I (promedio de
las réplicas + desviacion estandar).

Tabla XI. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 300 ng B+ ",

Tiempo Réplicaa Réplicab Réplicac PROM DS Fase
(horas) cel/ml cel/ml cel/ml cel/ml
0 52000 52000 52000 52000 7416.198*
69 371666.7 340000 300000 337222.233 29323.6647 exp
92 516666.7 480000  511666.7  502777.8  16235.1703 exp
114 743750 781250  791666.7 772222.233 20577.1388 exp
139 850000 875000 1200000 975000 159426.054 retraso
163 1050000 1858333 1558333 1488888.67 333633.977 est
187 1408333 1708333 1575000 1563888.67 122726.244 est
211 1483333 1666667 1458333 1536111  92879.4985 est
237 1616667 1691667 1808333 1705555.67 78861.208 est
259 1491667 2050000 1533333 1691666.67 253950.254 est
H0-92) 0.599 0.5798 0.5964 0.5917 0.0084

* Desviacion estandar de los conteos.
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Figura 9. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 500 ng By, I (promedio de
las réplicas + desviacion estandar).

Tabla Xll. Crecimiento poblacional de Amphidinium carteri con 500 ng Bz "

Tiempo Réplicaa Réplicab Reéplicac PROM DS Fase
(horas) cel/ml cel/ml cel/ml cel/ml
0 52000 52000 52000 52000 7416.198*
69 310000 325000 361666.7 332222233 21702.2651 exp
92 395000  573333.3 575000  514444.433 84462.7096 exp
114 750000 758333.3 916666.7 808333.333 76678.766 exp
139 791666.7 975000 1091667 952777.9  123478.504 retraso
163 1116667 1233333 1416667 1255555.67 123478.433 est
187 1366667 1591667 1500000 1486111.33 92379.3675 est
211 1866667 1808333 1508333 1727777.67 156987.654 est
237 1541667 1916667 1841667 1766667 162018.517 est
259 1683333 1525000 1858333 1688888.67 136139.319 est

* Desviacion estandar de los conteos.
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Tabla Xlll. Efecto de la concentracion inicial de vitamina By, en el medio de cultivo,
sobre la tasa de crecimiento (1), el tiempo de duplicacion (G), el nimero de duplicaciones
diarias (D) y la densidad final (Ny) de los cultivos de Amphidinium carteri.

S §] DS G D N DS
ng B I'  dias™ dias dias™ cel/ml

0 0.2756 0.098 2.51 0.39 190600 36966.81
25 0.4164 0.0014 1.66 0.60 1077661 152226.7
50 0.4824 0.0538 1.44 0.70 1510648 115533.9
100 0.5799 0.0186 1.20 0.84 1633056 220667.6
100 0.5938 0.036 1.17 0.86 1481889 194654.6
200 0.6244 0.0279 1.12 0.89 1469800 211881.3
300 0.5917 0.0084 1.17 0.85 1597222 228167
500 0.594 0.0459 117 0.86 1585000 243062.5
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Las densidades finales (Ny) de los cultivos fueron desde 190,600 células/ml para la
condicion de 0 ng By I" hasta 1,633,056 células/ml en el cultivo con 100 ng Bi, it

El analisis de varianza demosird que si existen diferencias significativas entre los
valores de 1 y Ny con respecio a las distintas concentraciones iniciales de vitamina By
(Tablas X'y XIV).

La densidad final, N; en los cultivos de Amphidinium carteri, respecto a la
concentracion inicial de vitamina By (S) en el medio de cultivo se comportd con la forma de
una parabola donde la densidad final aumenta de forma réapida con la concentracion de Bz
hasta llegar a una concentracion de alrededor de 50 ng B2 " a partir de la cual las
densidades se mantienen casi constantes (figura 10). Esto significa que a concentraciones
de vitamina menores a los 50 ng 1" las densidades de Amphidinium carteri pueden
depender de la cantidad de vitamina By, disuelta en el medio.

Al graficar las tasas especificas de crecimiento (p) contra S se obtuvo también una
parabola rectangular, de acuerdo al modelo de Monod (figura 11), la que, transformada por
la linearizacion de Wolf dio una recta con la siguiente ecuacion:

Sh, =7.5176 S + 1.6576
donde:

1.6576 = 1/}J,max .

7.51 76 = ks/}_lmax.
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Tabla XIV. Andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, para detectar
diferencias entre las densidades finales en los cultivos de Amphidinium carteri a diferentes
concentraciones iniciales de vitamina B12, con un nivel de significancia 0=0.05.

Ho: No hay diferencia significativa entre las densidades finales de las diferentes
conceniraciones iniciales de Byz.

STAT. ANOVA por Rangos
Prueba de Kruskal-Wallis: H(6, N=22) = 13.4907 p=0.0359
N¢ Conc. By2 Ndmero de réplicas Suma de rangos

Grupo 1 0 3 6.00000
Grupo 2 25 2 9.00000
Grupo 3 50 3 35.00000
Grupo 4 100 5 75.00000
Grupo 5 200 3 31.00000
Grupo 6 300 3 46.00000
Grupo 7 500 2 51.00000
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Tabla XV. Andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, para detectar
diferencias entre las tasas especificas de crecimiento de Amphidinium carteri cultivado a
diferentes concentraciones iniciales de vitamina B2, con un nivel de significancia o=0.05.

Ho: No hay diferencia significativa entre las tasas especificas de crecimiento de las
diferentes concentraciones iniciales de By .

STAT. ANOVA por Rangos
Prueba de Kruskal-Wallis: H(6, N=22) = 15.29960 p=0.0181
n Conc. Bz Numero de réplicas Suma de rangos
Grupo 1 0 3 6.00000
Grupo 2 25 2 11.00000
Grupo 3 50 3 20.00000
Grupo 4 100 5 73.00000
Grupo 5 200 3 52.00000
Grupo 6 300 3 44.00000
Grupo 7 500 3 47.00000
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Figura 10. Efecto de la concentracion inicial de vitamina By, sobre la densidad final de
Amphidinium carteri en cultivos cerrados.
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Figura 11. Efecto de la concentracion inicial de vitamina By sobre la tasa especifica de
crecimiento de Amphidinium carteri en cultivos cerrados; y obtencion de Ks Y Limax.
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Despejando la ecuacion anterior se obtuvieron los resultados de los parametros buscados:

Linax = 0.6033 dias™

ke = 4.5352 ng By I

La méaxima tasa de crecimiento pmax= 0.6033 dias” coincide con las tasas obtenidas
en el experimento, en los cultivos con concentraciones iniciales de vitamina Byz iguales o
mayores gue 100 ng I (Tabla XII).

Por otro lado la constante de semisaturacion (ks) o afinidad por el compuesto, es
decir, la concentracién de vitamina a la que se logra la mitad de la maxima tasa de
crecimiento, se obtuvo a los 4.5 ng I de vitamina, esto significa que Amphidinium carteri
se vera limitado en su crecimiento poblacional a concentraciones de vitamina By menores

ad45ngl’.
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La concentracion de vitamina By, disuelta inicialmente en el medio de cultivo
determiné a la tasa especifica de crecimiento segun un modelo de Michaelis-Menten y a la
densidad final en los cultivos de Amphidinium carteri. En contraste, la duracion de la fase
de crecimiento exponencial no se vio afectada por las concentraciones bajas de vitamina, a
diferencia de lo reportado por Droop (1961) para Monochrysis lutheri 'y por Carlucci y
Silbernagel (1969) para el mismo A. carteri cultivado con diferentes concentraciones de
biotina.

De acuerdo a la ecuacion de Monod, mientras los nimeros de células en el medio
de culiivo sean suficientemente pequefios para no afectar apreciablemente la
concentracion de un nutriente, la tasa relativa de crecimiento se mantendra constante,
aunque la concentracion del nutriente sea limitante (Droop, 1961). Esto significa que una
concentracion baja de vitamina puede no limitar el crecimiento cuando la densidad celular
sea baja, pero si limitarlo cuando los organismos tengan una densidad mayor.

El hecho de que en el presente trabajo, las tasas relativas de crecimiento si se
hayan visto afectadas, por la concentracion de vitamina, significa que las concentraciones
iniciales de 0 a 50 ng I" " fueron limitantes desde el principio de la fase de crecimiento
exponencial de los cultivos (momento en que se tomaron las primeras muestras). Con esto

se comprueba la hiptesis de que una baja concentracion de vitamina Bz en el medio es
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un factor limitante del crecimiento de Amphidinium carteri, ya que disminuye su tasa de
reproduccion.

Carlucci y Silbernagel (1969) encontraron que los nimeros de células de
Amphidinium carteri eran similares en todas las concentraciones de biotina probadas
durante los primeros dias, y después las células se multiplicaban mas rapidamente en los
cultivos con 4 y 5 ng I . Al término del experimento, después de 7 dias las células seguian
dividiéndose en el cultivo con 5 ng Biotina I, pero no en los demés.

En comparacion, en este experimento, la duracion de las fases fue la misma para
todas las concentraciones de vitamina, aunque para el medio sin vitamina Bi, la fase
exponencial no es clara. Esto significa que la causa del final de la fase de crecimiento
exponencial no fue solamente el agotamiento de la vitamina Biz del medio. Sin embargo,
las densidades finales en los cultivos si fueron dependientes de la concentracion inicial de
vitamina, aunque no de manera lineal, como lo observado por Droop (1961), sino en forma
de una parabola rectangular (Figura 10).

Un comportamiento lineal de los nlimeros finales de células en un cultivo con
respecto a la concentracion de un nutriente limitante, es muestra de que la fase
exponencial termind por agotamiento del nutriente; este principio se aplica como base de
los bioensayos para cuantificar las vitaminas en el agua de mar (Fogg, 1975). Por lo tanto,
del presente estudio puede sugerirse que Amphidinium carteri puede ser usado para este

. . \ . -1
efecto, para determinar concentraciones de vitamina menores de 50 ng .
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Segun el presente estudio, la cantidad de vitamina Byz necesaria para maximizar las
densidades finales de A. carteri es de 50 ng . Esta concentracién es alta comparada con
la de otras especies productoras de marea roja, como Chatonella antigua y el dinoflagelado
Prorocentrum micans, que requieren entre 10 y 20 ng Biz I (Nishijima y Hata, 1986a y
lwasaki e lwasa, 1982) y la criptofita de agua dulce Plagioselmis sp. que produce mareas
rojas en el Rio Nakasuiji de Japon y requiere 0.05 ng By I para maximizar su densidad y
tasa de crecimiento (Nishijima, et al., 1990).

El requerimiento vitaminico de Amphidinium carteri se expresa también como su Kk
Y Hmax. EN este trabajo se obtuvieron ks= 4.53 ng I Y Umax= 0.6 dias™ . Este requerimiento
es alto en comparacion con el de otras especies de microalgas, como puede observarse en
la Tabla XVI.

En ella el mayor ks lo presenta Ochromonas malhamensis, la cual, tiene un
metabolismo diferente a las demas microalgas reportadas puesto que se trata de un

quimiétrofo obligado, que utiliza como fuente de energia la glucosa (Droop, 1961).

De estas especies Unicamente Ch. antigua y A. carteri son productores de mareas

roja. En comparacion con estos reportes, A. carteri tiene un requerimiento muy elevado de
. : 5.0, g n—_— -1

vitamina By, Se observa que el ks de Amphidinium carteri para biotina es de 4 ng I, lo

cual se parece al valor obtenido en este experimento para Bq2. De hecho en la preparacion

del medio /2 se utilizan las mismas concentraciones de ambas vitaminas (Guillard, 1975),
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por lo que cabe esperarse similares requerimientos en algas que necesiten los dos

compuestos.

Tabla XVI. Efecto de las vitaminas sobre el crecimiento de algunos organismos .

Organismo Familia Vitamina Umax K Referencia
dia™ ng "
Ochromonas Chrysophyceae B 13 Ford 1958
mathamensis
Monochrysis lutheri - Chrysophyceae B2 0.768 <0.1 Droop 1961
M. lutheri Chrysophyceae Bi2 2.6 Droop 1968
M. luthen Chrysophyceae B2 0.14 Droop 1966 1968
M. lutheri Chrysophyceae Bz 0.768 277 Swift y Taylor 1974
M. lutheri Chrysophyceae Tiamina 3.84 125 Carlucci 1969
Isachrysis galbana  Haptophyceae By, 0.528 1.69 Swift y Taylor 1974
Thalassiosira Bacillariophyceae By 1.296 0.39 Swiit y taylor 1974
pseudonana 3H
T. pseudonana 3H  Bacillariophyceae B, 1.2 0.26 Swift y Taylor 1974
T. pseudonana Bacillariophyceae By 1.15-1.32  0.2-04  Carlucci 1969
13-1
T. pseudonana Bacillariophyceae B 1.488 2.9 Carlucci 1969
13-1
Chatonella antigua  Raphydophyceae By, 0.48-0.69 0.05-0.35 Nishijima y Hata
1986
Amphidinium carteri  Dinophyceae Biotina 0.6 4.0 Carlucci 1969
Amphidinium carferi  Dinophyceae B 0.603 4.53 Presente estudio

También se observa que para una misma especie es posible obtener diferentes
constantes de semisaturacion y tasas maximas de crecimiento. Esto depende de la
metodologia empleada en los experimentos asi como de la cepa utilizada. Los
requerimientos vitaminicos especificos también pueden variar dependiendo de la

concentracion de otros nutrientes en el medio, como P. micans que en presencia de
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tiamina requiere 10 ng By, I para maximizar sus densidades, mientras que en ausencia de
tiamina requiere 20 ng Bi» I (lwasaki e lwasa, 1982).

No se tienen reportes de las constantes de semisaturacion de B, de otros
dinoflagelados, sin embargo, se sabe que la mayoria de las especies productoras de marea
roja, necesitan vitamina Bi,, (Nishijima y Hata, 1989). Si los requerimientos vitaminicos son
clasificados de acuerdo a la taxonomia, pueden encontrarse diferencias significativas entre
los grupos de algas: numerosas diatomeas céntricas, la mitad de las diatomeas penadas, la
mayoria de las haptofitas y crisofitas, 90% de los dinoflagelados, sélo el 20% de las
cianofitas y solo unas cuantas clorofitas requieren vitamina B, (Bonin et al., 1981) .

Un ks alto significa una baja afinidad por el compuesto, lo cual es tipico de especies
que habitan en medios eutroficos (Zevenboom, 1986). En efecto, A. carteri ha sido
localizado siempre en aguas costeras someras y en estanques de cultivo (Hutburt, 1957,
Fraga y Sanchez, 1979; Sampayo, 1985), donde se pueden suponer concentraciones altas
de vitaminas, especialmente la By, que es producida principalmente por bacterias.

Por otro lado, las tasas maximas de crecimiento que pueda alcanzar una especie
también seran importantes para la competencia en el medio, ya que una pyax alta, bien
puede compensar un ks alio, es decir, una baja afinidad de la especie (Zevenboom, 1986).

La tasa maxima de crecimiento de A. carteri obtenida en este trabajo es de 0.6033
dias™ , muy parecida a la encontrada por Carlucci y Silbernagel (1969), de 0.6 dias” .Esta
tasa de crecimiento es menor que la de muchas ofras especies fitoplanctonicas, que

ademas tienen una mayor afinidad por la vitamina (Tabla XVI). Por lo tanto, se considera
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que, en condiciones narmales, A. carferi no sera una especie dominante en el medio; pero
ambientes eutroficados con altas concentraciones de vitaminas y bacterias, que hacen
dificil el desarrollo de ofras especies, pueden ser optimos para un florecimiento de
Amphidinium carteri, ya que una especie mas sensible a las deficiencias de un nutriente,
puede responder mas claramente que ofras especies a un aumento repentino de este
nutriente en el medio (Granelliet al., 1993).

Cuando dos especies de fitoplancton tienen valores de Ks ¥ Hmax diferentes, vy
compiten entre si en un mismo medio, a bajas concentraciones del nutriente limitante,
dominara la especie que posea un ks menor, mientras que a concenfraciones altas del
nutriente limitante, dominaré aquella que posea una Mayor Lmay (Lali y Parsons, 1993). Este
seria el caso de A. carferi que en condiciones de alta concentracion de vitamina puede
llegar a dominar a otras especies, y a desarrollarse un florecimiento.

La concentracion de vitaminas en el medio marino generalmente es suficiente para
soportar el crecimiento de las especies auxétrofas de fitoplancton (Bonin ef al, 1981 y
Swift, 1980). En las costas de California frente a la Jolla la concentracion de vitamina Bz
varia entre 0.4 a 6.5 ng I, donde la mayor parte de las muestras contienen menos de 1.5
ng I" (Carlucci, 1970). En esta zona las concentraciones serfan limitantes para el
crecimiento de A. carteri (ke= 4.65 ng I'), excepto en las estaciones mas cercanas a la
costa en los meses de julio y agosto, cuando se supone que la vitamina es traida por
adveccion de aguas ricas en ella. Cabe hacer notar que A. carteri no ha sido reportado atin

en esta area.
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En la Bahia de Napeague, Nueva York , zona donde A. carteri si ha sido descrito,
Bruno y Staker (1978) encontraron desde concentraciones indetectables de vitamina By, en
noviembre y diciembre hasta 10.6 ng By I en agosto, en la estacion mas cercana a Ia
costa. De acuerdo a los resultados experimentales de la presente tesis, Amphidinium
carlerf solamente crecerd a mas de |a mitad de su méxima tasa de crecimienio en los
meses de verano y en las estaciones mas costeras de la Bahia de Napeague, donde
existen concentraciones de 4.0 a 10 .6 ng I (Brumo vy Staker, 1978).

En el mar japonés de Harima-Nada, que ha estado eutroficado durante los (ltimos
20 afios se encontraron niveles de vitamina By, de 1.38 a 25.0 ng I'1, que son comparables
con el contenido de vitamina en otras aguas eutroficadas (Nishijima y Hata, 1986, b). Estos
autores afirman que en este mar han aumentado el nimero de mareas rojas como
consecuencia de su eutroficacion, que esta directamente relacionada con las descargas de
varios tipos de aguas residuales en el cuerpo de agua.

De esta manera, un cuerpo de agua eutroficado, y por tanto, con altas
concentraciones de vitaminas puede ser un sitio adecuado para la ocurrencia de una
marea roja de Amphidinium carteri. Ademas, en estos ambientes generalmente la
diversidad especifica tiende a ser baja (Lali y Parsons, 1993), con lo cual, existe una menor
competencia; sin embargo, en la mayoria de los estudios de campo, hace falta mas
informacion con respecto a las caracteristicas fisiologicas de las diversas especies que
constituyen una poblacion natural, para poder predecir de manera confiable la respuesta de

toda la comunidad a un cambio en la disponibilidad de un nutriente (McCarthy, 1981).
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De acuerdo a los resultados del presente estudio, se comprobd que la cantidad de
vitamina By, disuelta en el agua de mar es un factor determinante para la reproduccion de
Amphidinium carteri, asi mismo lo sera para el surgimiento de mareas rojas de esta
especie, e incluso para su distribucion en el medio ambiente marino.

La vitamina By, no es el Gnico factor que regula un florecimiento de marea roja, sino
que esto ocurre por una combinacion de factores fisicoquimicos y bioldgicos que controlan
la respuesta de una comunidad fitoplancténica (Granelli, et al, 1993). Por lo que es
importante conocer también la respuesta del organismo hacia otros factores que pueden
limitar o acelerar sy crecimiento, y el de otras especies competidoras. Asi como estudiar las
concentraciones de vitamina Biz disuelta en el medio en relacion con la presencia de Ia

especie.



V. CONCLUSIONES.

La cantidad de vitamina Byz disuelta tuvo un efecto limitante sobre la tasa especifica
de crecimiento y las densidades finales en los culiivos de Amphidinium carteri. La vitamina
fue limitante a concentraciones menores de 50 ng I,

La tasa de crecimiento (i ) se vio determinada por la concentracion de vitamina By
(S) en forma de una cinética de Michaelis-Menten, con la siguiente relacion empirica:

n= 068
4.53+S

De la cual se obtuvo para A. carteri una constante de semisaturacion (ks) de 4.53
ng B2 Iy una tasa maxima de crecimiento (L) de 0.60 dias™.

La densidad final de los cultivos se vio determinada por la concentracion de vitamina
en forma de una pardbola rectangular, donde la densidad final fue limitada a
concentraciones menores de 50 ng By, I". Concentraciones mayores de vitamina no
limitaron la densidad final.

De este manera se comprobd la hipotesis de que la cantidad de vitamina By
disuelta en el medio es un factor determinante para el crecimiento de Amphidinium carteri y

que esta especie responde a la vitamina de acuerdo al modelo de Michaelis-Menten.
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