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RESUMEN

Se 1levd a cabo un experimento en el cual se cultivé
durante nueve dfas la microalga Tetraselmis suecica en un
medio de cultivo a nivel Erlenmeyer preparado con los dos
medios més utilizados para estos fines, el de Guillard
wf/2" para los macronutrientes, EDTA y tris y el deMatthi
essen y Toner para los micronutrientes y vitaminas. -

Se varid la concentracién de fosfatos de 5 miligramos
por litro a 4.5, 4, 3.5 y 3 miligramos por litro con la fi
nalidad de observar si habia diferencias significativas en
el crecimiento de la microalga.

Al noveno dfa del experimento, en el medio control se
obtuvo una densidad poblacional de 2,253 x 106 células por
mililjitro y en los medios que se utilizé 4.5, 4, 3.5 y 3.0
miligramos por litro, se obtuvgo respectivamente una densi-
dad poblacional de 2.2416 x 100, 2.0773 x 106, 1.93 x 106
y 1.7508 x 105; encontrandose que no difieren significati-
vamente al nivel del 5 por ciento, presentandose un compar
tamiento similar en las tasas de crecimiento, esto no in-
dica que la concentracién menor (3.0 miligramos por litro)
utilizada en un medio de cultivo, sea el minimo préximo
més conveniente para el adecuado crecimiento de 1la micro-
alga Tetraselmis suecica ya que se tiene que considerarel
"pool™ interno de la microalga, los compuestos polifosfa-
tados presentes en el agua de mar utilizada en la prepara
cidn de el medio y la accidn de la fosfatosa alcalina.
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I.- INTRODUCCION

El fitoplancton tiene un papel fundamental en el pri
mer eslabfn de la trama alimentaria en el medio marino. Su
cultivo en condiciones controladas ha abierto numerosas po
sibilidades para el conocimiento del mar y el dominio de
la naturaleza por el hombre. El uso de las algas plancté-
nicas como alimento de larvas y organismos adultos de im-
portancia comercial o de laboratorio, ha creado la necesi

dad de su cultivo masivo (De La Cruz y Alfonso, 1975).

Para cultivar microalgas, se han aprovechado las téc
nicas de esterilizacién, aislamiento, manipulacién y siem
bra desarrolladas en bacteriologia, empleando condicio-

nes fisico-quimicas esgpeciales (De La Cruz y Alfonso op.cit),

Los fines que se persiguen en el cultivo de algas
plancténicas pueden ser variados. Algunos investigadores
los usan para estudiar la morfologia, sistemética, genéti
ca, composicién quimica de 1as'especies, asf{ como los dis
tintos procesos fisiollgicos de las mismas. Otros estu-
dian las relaciones de las algas con los factoras abiét}
cos del medio con el fin de comprender el desarrollo de
las poblaciones naturales o para determinar el efecto t6-

xico de compuestos contaminantes (De La Cruz y Alfonso op.

eit).




El enfoque que se dié a este trabajo es la utiliza-
cién de las microalgas como alimento en el cultivo de or
ganismos marinos. En las Areas de acuicultura el proble-
ma més urgente a resolver es la fuente constante de ali-
mento vivo, esencial para la mayorfa de los estadfos lar
vales de moluscos, crustéceos y peces cultivables (Droop,
1975). Este alimento se obtiene de cultivos de microalgas

y zooplancton en general.

Los cultivos de microalgas, tienen requerimientos fi
sicos y nutritivos. Si ambos requerimientos se satisfa-
cen, el cultivo produciri un méximo de biomasa (Ryther et

al., 1972).

Dentro de los requerimientos nutritivos, se encuen-
tran los micronutrientes (metales traza y vitaminas) y
macronutrientes (fuentes de nitrégeno, fosfatos, sulfatos,
silicatos para diatomeas, quelantes para mantener en sus
pensidén a los metales traza y soluciones buffer para evi

tar cambios bruscos de pH ).

Nuestras investigaciones estan enfocadas en el com-

portamiento del crecimiento de la microalga marina Tetra

selmis suecica Kylin (1935), variando la concentracién

del macronutriente fosfato. E1 fosfato juega un papel sig



nificante en movimiento de procesos celulares, especial-
mente involucrados en la transformacién de energia meta-
bélica. Este es indispensable para el crecimiento y repro

duccién de organismos vivos (Kuhl, 1974).
I.1.- ANTECEDENTES

Los requerimientos de fésforo para el crecimiento 6p
timo de les algas se diferencia considerablemente de espe

cie a especie (Kuhl op cit). Chu (1943) estudic la concen

tracién Sptima de fosfato para el crecimiento de diato-
meas y algas verdes dentro de condiciones definidas. En-
contrando que concentraciones abajo de SO,jgr/l de fésfg
ro es limitente, casi 20 mg/l son inhibitorias y 100 a
2000 Fgr/l son 4ptimas.

Los niveles de fésforo dentro de las células tienen
facultad de fluctuar, originando qué las algas puedan cre
~cer en condiciones més bajos del limite inferior del fés
foro (Mackereth, 1953).

Scott (1945) establece que en algunas células la ab
sorcidén de fosfatos es independiente de la alta concen-
tracién de luz o de la oscuridad.

Pirson et al. (1952) establece que en deficiencias
de fosfato en algunos cultivos, la produccién de peso se

co, divisién celular, produccibén de oxigeno fotosintéti-



co ¥y la sfntesis de clorofila estan inhibidas dentro de
condiciones de debilidad de fésforo, pero afiadiendo fos-
fato se recupera la produccién de oxfgeno (fotosintésis),
y se extiende a una razén normal de crecimiento celular,
Solamente en los casos de larga duracién podria la razén
fotosintética no ser normal,

En todas las reacciones en que se requiere energia
para el metabolismo, tales como fijacién de 002 fotosin-
tético, trensporte de iones, activacién de aminoédcidos
para sintesis de protefnas, formacién de écidos nuclei-
cos y sintesis de polifosfatos, puede ser sostenida por
la "rica-energfa" unién fosfato de ATP generado por esta
especial reaccién luminosa (Kuhl op.cit.).

Kuenzler y Perras (1965) cimientan la accién de la
fosfatasa alcalina en disminucién de fosfato en algas ma
rinas, especialmente en Crysophyceae y Bacillariophyceae.

La sintesis de enzimas empiezan por induccién de la
fosfatosa alcalina cuando aparecen deficiencias de fés-
foro y se detiene cuando es adicionado fbsfato al medio.
Estas enzimas manifiestan estar firmemente ligadas cerca
de la superficie celular de las algas y tienen la facul-
tad de proporcionar fésforo en deficiencias de éste ob-
teniendolo de compuestos fosforizados presentes en el a
gua de mar (Kuhl op,cit.).

La especie seleccionada Tetraselmis suecica ha si-




do usada frecuentemente como alimento en cultivo de crus-

téceos, de rotiferos, de larvas de Sciaenops ocellata

(Griffith et al, 1973), de moluscos de bivalvos (Davis y
Guillard, 1958) y juveniles de abulén (Imai, 1967).

Esta especie ha sido utilizada en maricultura por su
valor nutritivo, por su capacidad de crecer en cultivos
masivos, tener un ciclo de aproximadamente 18 horas, con
una temperatura éptima de 18°C y un didmetro alrededor de
18.4 F(Coll, 1983).

Tetraselmis suecice pertenece a la clase Prasinophy-

ceae de la divisidén Chlorophyta, de color verde brillante,
unicelular, formada por una capa exterior con escamas y
una capa més interna delgada conteniendo aminoflcidos y PO
ca celulosa, el producto de reserva (almidén) se encuen-
tra en los cloroplastos que tienen forma de copa (Morris,
1980).

' Los flagelos emergen de un poro'apical o ranura (ca-
nel) de la teca (Abbott, 1976). Los flagelos son relati-
vamente cortos, siendo sustancialmente menores que la lon

| gitud del cuerpo de la célula oval (Manton y Parke,1965).

Determinar en base a cinco concentraciones diferen-

tes de fosfato, cual de ellos es el minimo prbéximo més



conveniente para el adecuado crecimiento de Tetraselmis

suecica Kylin (1935) Butcher, utilizando los medios de
cultivo de Guillard (1973) para macronutrientes, EDTA y
tris y el de Matthiessen y Toner (1966) para . micronu-

trientes y vitaminas,
2.~ MATERIALES Y METODOS

Para lograr el objetivo antes mencionado se efectud
un cultivo con la microalga a experimentar llevando la

siguiente secuencia:
2.1.,- AGUA DE MAR FILTRADA

Se utilizé agua de mar filtrada del laboratorio del
Ingtituto de Investigaciones Oceanolégicas de la U.A.B.C.
de Ensenada B.C. México. Esta agua es tratada para elimi-
nar organismos (fitoplancton y zooplancton), detritus y
basura, paséindola a través de filtros de carbén activado
para finalmente esterilizarla con rayos ultravioleta (U.V)
con una dosis nominal de 30 OOO)ﬂWatt seg/cmZ. La desin-
feccién del medio de cultivo con U.V. es de alta eficien
cia en términos de costo y rapidez con respecto a otros

métodos de esterilizacién.

La unidad de rayos ultravioleta tiene un voltaje de



110-120 y un consumo de 96 watts, con dos lémparas del ti
po G25T8 y tubos de teflén transparante por donde corre

el agua.
2.2.- MEDIOS DE CULTIVO
2.2.1.- MEDIO DE GUILLARD "f/2" (1973).

Es uno de los medios de agua de mar enriquecida més
utilizados tanto para cultivar especies plancténicas co-
mo benténicas. Se prepararon los macronutrientes con es-
te medio debido a que el contenido de nitrégeno y fésforo
se encuentra en cantidades reducidas en comparacién al [
tro medio.

La forma de preparar las soluciones de los nutrien-

tes mayores, EDTA y tris se describe a continuacién:

NaNO 75 mg/1
NaH,P0,.H,0 5 mg/1

Tris (buffer) 200 mg/1

Secuestrante Fe EDTA 10 gr/1.

Tris (amortiguador).



Se disolvieron 50 gramos de "tris" (Hidroxymetil ami
no-metano) en agua destilada y se aforé a 200 ml., ajus-
tando el pH de la solucién entre 7.1 a 7.3 con &cido clor

hfdrico concentrado,

2,2.2.,~ MEDIO MATTHIESSEN Y TONER (1966).

La preparacién de la solucién stock de los metales
traza es algo diferente a los macronutrientes, son com-
puestos en solucién stock primaria, y porciones de la S0
lucién stock primaria son mezcladas al mismo tiempo . para
hacer la solucion stock secundaria. '

Las soluciones stock primaria son mezcladas con a-

gua destilada, de la manera siguiente:

CuS0,, . 5H,0 1.96 gr/1
ZnS0,, . TH,0 4.4 gr/1
CoCl,.6H,0 2.0 gr/1
MnCl,.4H,0 36.0 gr/1
Na2M004.2H20 1.26 gr/1

Las soluciones stock de metales traza se prepararon
mezclando al mismo tiempo 1 ml. de cada solucidén stock

primaria en agua destilada con el secuestrante férrico



. (10 gr/1) aforando hasta un litro.
Las soluciones stock de vitaminas se elaboran mez-

clando 2l mismo tiempo las 3 vitaminas:

Biotina 10 mg/100 ml,
B 12 10 mg/100 ml.,
Tiamina 2 mg/100 ml,

De esta solucidbn stock primaria o concentrada se
realizaron diluciones agregindole 1 ml, de esta a 100 ml.

de agua destilada.
2.2.3.- PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO (CONTROL) .

Con la ayuda de cada solucién stock se procedié a
preparar este medio de la siguiente manera:

En un matraz aforado de un litro, se egregaron 500
ml. de agua de mar filtrada y pasada por luz ultraviole
ta (U.V.) y se agregbé 1 ml. de las siguientes soluciones

stock:

Solucibén stock de NaNO3
Solucién stock de NaH, PO4Ji20
Solucién stock tris

Solucién stock de metales traza con secuestrante fé




rricoe.

Se afor§ a un litro con agua de mar filtrada y pasa
da por U.V.

En dos matraces Erlenmeyer de 250 ml. se agregaron
75 ml. del medio preparado a cada uno, logrando tener un

medio de cultivo con 5 mg/l de fosfato y su replica.

2.2.4.,- PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO CON DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DE FOSFATO.

Se prepararon estos medios utilizando el mismo pro-
cedimiento seguido en el control, solo que en vez de a~
gregar 1 ml. de la solucién stock de NaH2P04.H20, se afia
dieron los siguientes ml. para obtener las concentracio-

nes correspondientes:

0.9 ml. para obtener 4.5 mg./l
0.8 ml. para obtener 4.0 mg./1
0.7 ml, para obtener 3.5 mg./l
0.6 ml. para obtener 3.0 mg./l

Estos medios con diferentes concentraciones de fos
fato se transfirieron 75 ml. (para facilitar la agite-
cién manual y asegurar el intercambio de gases) a cada

uno de los doe matraces Erlenmeyer de 250 ml. utilige~
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dos en cada concentracién, logrando tener cuatro medios
con una concentracién diferente de fosfato a la del me-
dio Guillard "f/2" y su réplica correspondiente.

Al final de la preparacién de los medios de cultivo
se tuvieron 10 matraces con 5 concentraciones diferentes
de fosfato.

Se hace notar que la réplica se utilizé solamente
con la finalidad de asegurar el experimento.

Los matraces con sus respectivos medios son pasados
en autoclave a 115°C y 20 libras de presién durante 10
minutos, se dejaron reposar durante 12 horas, para obte-
ner la temperatura ambiente y poder inocular,.

Se midié el pH, el cual se encontraba dentro del ran

go requerido por el fitoplancton (7.5-8.2)

Antes de afiadir las vitaminas al medio e inocular
se desinfecté el lugar (cuarto de inoculacibén del Insti
tuto de Investigaciones), limpiando las mesas con alco-
hol y dejando la flama de dos mecheros bunsen varios mi
nutos,

Bajo la misma flama de los mecheros y sin corrien-—
tes de aire para prevenir la contaminacién se agregbé 1

ml. de cada vitamina a cada matraz Erlenmeyer con pipe-
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tas lavadas y esterilizadas de 1 ml, Posteriormente bajo
las mismas condiciones se inocula 1 ml. de cepa a punto
de transferencia (estado de crecimiento exponencial) con
una concentracién de 172.52 x 104 cel/ml de la especie

Tetraselmis suecica (donada por el Instituto antes mencio

nado) a los 10 matraces Erlenmeyer con medio de cultivo.

2.4.- CONDICIONES DE CULTIVO

Los matraces permanecieron en el cuarto de cultivo
bajo condiciones fisicas més importantes (iluminacién,
temperatura y aireacién) que influyen en el crecimiento
de las microalgas en un cultivo estético.

La iluminacién proporcionada de 1500 pies-candela
fue constante con tubos fluorescentes de luz blanca-fria
por emitir longitudes de onda larga sin emisién ultravio
leta.

La temperatura del cuarto frio se mantuvo entre 18%
a 20°C por medio de un aparato de aire acondicionado.

Diariamente se agitd cada matraz en forma manual pa
ra lograr una difusién efectiva de los nutrientes, un a~-
porte parcial de 002 inorgénico y mantener las algas en

suspensibn.

2.,5.,~ REGISTRO DE CRECIMEENTO DE MICROALGAS




Despu€s de inocular los recipientes de cultivo se
llevé a cabo el registro del crecimiento, para identifi-
car la etapa de mayor densidad de las microalgas ( fase
exponencial), la cual indica el momento apropiado para
cosecharlas; esta etapa también indica que el cultivo pue
de transferirse a un volumen mayor con medio de cultivo
o diluirse si el recipiente tiene volumen disponible (Pg
niagua op.cit.).

- Desde el dfa de inoculacidén, diarieamente y a la mig
ma hora se extrajo 1 ml de muestra de cada uno de los ma
traces de cultivo, utilizando pipetas esterilizadas y ba
jo las mismas condiciones de inoculacién para evitar 1la
contaminacién de los cultivos.

Bl mililitro extrafdo se colocé en un vial, al cual
se le afiadié una gota de lugol para fijar las células, ho
mogenizando nuevamente la muestra en el vial.

El conteo diario de las células se 1llevé a cabo por

medio de un hematocitémetro Neubawer (Fig. 1).

Antes de utilizar el hematocitémetro se lavd con &
gua destilada, secandose perfectamente, una vez limpio
se colocéd un cubre objeto sobre él. Con la pipeta Pas-
teur se extrajo muestra del vial, tirandose para limpiar
la pipeta, nuevamente se extrajo otra muestra y una gota
de ella se colocd en cada extremo teniendo cuidado de no

manchar los canales; se esperd dos minutos para que la



muestra se asentara, una vez asentada se empezd el conteo

celular.

Fig. 1 Hematocitémetro o cémara para contar el ng
mero de células: a)canales, b) retficula gra-

duada y c¢) cubreobjeto.
2.6.~ CALCULOS DE DENSIDAD (Paniagua op.cit.).

. E1 nlmero de células encontradas en la cuadricula o
en el Area (mm2) del hematocitémetro se utilizé para de-
terminar el niimero de células/ml aplicando la siguiente
férmulas

D=(F + F.D+ M) xC x 10 x 1000 células/ml.,
Donde:
D = Densidad del cultivo

F = Fijador (ml)

14



15

F.D = Factor de dilucién (ml)
M = Mililitros de muestra utilizada

Vf

FD = — Donde:

Vi
Vf = Volumen final de la muestra (ml)
Vi = Volumen inicial de la muestra (ml)

C = NGmero de células promedio contadas
10 = factor de multiplicacidén debido a la profundidad del
hematocitémetro.

1000 = Valor para convertir a mililitros.

El factor 10 lo trae cada hematocitémetro, correspon
diendo a la profundidad de éste, el cual era O.1 mm de

profundidad.
2.7.~ PARAMETROS POBLACIONALES (Paniagua op.cit.).

Se determinaron los principales parfmetros poblacio
nales: Divisiones por dfa (K), tasa de crecimiento espe-
cifico (/l), tiempo medio de generacién (TG) y la produc
cién diaria de microalgas (PD) que sefiala el incremento
de células logrado en el cultivo por unidad de tiempo.
Los cllculos de estos parfmetros se elaboraron utilizan-

do los programas FORTRAN.
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3.~ ANALISIS ESTADISTICO

Con la densidad celular estimada en el noveno dfa de
cultivo en el control como en los tratamientos se hizo um
anflisis de varianza no paramétrico segin la prueba de Kns
kall-Wallis, con su prueba a posteriori de comparaciones
miltiples (Zar, 1974).

Se utilizé este método al no poderse demostrar la nor
malidad de las poblaciones, ya que el comportamiento de la
microalga en cultivo puede variar de un dfa a otro, ademés
las poblaciones eran independientes una de la otra y las

muestras fueron tomadas al azar,
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4 .~ RESULTADOS

La tabla I muestra los valores promedio de las 6 lec
turas tomadas con el hematocitémetro, para calcular 1la

dengidad celular para cada tratamiento.

TABLA I.- Valores promedio de las lecturas tomadas
con el hematocitdédmetro para cada tratamiento
en cultivo estltico con diferentes concentra-

ciones de fosfato.

Tiempo Testigo Concentracion de fosfato

ggas 5mg/ 1 4.5 mg/l 4 mg/l 3.5 mg/1l 3 mg/l
0 227 2.27 2,27 2487 2.27
1 2.83 4.44 2.55 1.45 3.9
2 8.33 11.41 10.08 10.24 9.08
3 25,91 41.55 35.98 35.25 38,55
4 60,50 75.41 76.00 63.83 73.65
5 96,31 109,48 116.15 92.33 108.73
6 108.,7 128,2 127.6 99.81 131.48
7 163.7 154,06 159.5 142.4 152.9
8 183.00 195.15 181.65 174.83 163.73
9 225.33 224.16 207.73 193.0 175.08




La tabla II muestra los resultados de los célculos
de los parfmetros poblacionales de T. suecica en cultivo

a nivel Erlenmeyer durante 9 dfas de cultivo del control

TABLA II.- Parfmetros poblacionales de T.suecica a

nivel Erlenmeyer del cultivo control.

“DEN X 1000 . K MU PD TG

LA (Cel./ml.) Nediv/dfa Q%%égi Cel/dfia  Dias
0 22.7

8 28,3 0.3181 0.0958 0.5600 0.9463
2 83.30 1.5575 0.4689 5.5000 0.1933
3 259.10 1.6372 0.4928 17.5800 0.1839
4 605.00 1.2235 0.3683 34.5900 0.2460
5 963.10 0.6708 0.2019 35.8100 0.4488
6 1087.00 0.1746 0.0526 12,3900 1.7241
T 1637.00 0.5907 00,1778 55.0000 0.5096
8 1830.00 0.1608 0.0484 19,3000 1.,8722
9 2253.30 0.3002 0,0904 42.3300 1.0028

En las tablas III a VI se muestran los resultados

de los chlculos de los pardmetros poblacionales de T,



suecica a nivel Erlenmeyer en los medios de cultivo con

4,5, 4.0, 3.5, 3.0 mg./1 de fosfato respectivamente.

TABLA III.- Parfmetros poblacionales de T. suecica
a nivel BErlenmeyer en el medio de cultivo de 4.5 mg./ 1

de fosfato, durante 9 dfas.

DIA DEN X 1000 K MU PD TG
Ne div/dfa Cel/ml ‘
(Cel./ml.) —EIé_— Cel/dfa Dias

0 22.70

il 44,40 0.9679 0.2914 2.1700 0.3110
2 114,10 1.3617 0.4099 6.9700 0.2211
3 415,50 1.8646 0.5613  30.1400 0.1614
4 754.10 0.8599 0.2589  33.8600 0.3501
5 1094.80 0.5379 0.1619 34.0700 0.5597
6 1282.00 0.,2277 0.0686 18,7200 1.3219
¥ 1540.60 0.2651 0.0798 25,8600 1.1355
8 1951.50 0.3411 0.1027 41.0900 0.8825
9 2241 .60 0.1999 0.0602 29,0100 1.5055




TABLA IV.- Parémetros poblacionales de T. suecica

a nivel Erlenmeyer en el medio de cultivo de
4,0 mg./1 de fosfato, durante 9 dfas,

20

DIA DEN X 1000 K MU PD TG
(Cel./ml,) N:div/dfa 9214%% Cel/dfa . Dias
0 22.70
1 25.50 0.1678 0.0505 0.2800 1.7939
2 100.80 1.9830 0.5969 7.5300 0.1518
3 359.80 1.8357 0,5526 25.9000 00,1640
4 760,00 1.0788 0.3248 40,0200 0.2790
5 1161.50 0.6119 0,1842 40,1500 0.4919
6 1276.00 0.1356 0.0408 11.4500 2,2193
7 1595.00 0.3219 0,0969 31.9000 0.9351
8 1816.50 0.1876 0.0565 22,1500 1.6046
9 2077.30 0.1936 0.0583 26.0800 1.5553
TABLA V.- Parmetros poblacionales de . suecica
a nivel Erlenmeyer en el medio de cultivo
de 3.5 mg./1l de fosfato, durante 9 dias.
DIA DEN X 1000 K MU PD TG
(Cel./ml.) Ne¢div/dia Ce;gpl cel/afa dfas
0] 22.70
1 14.50 -0.6467 =0.1947 -0.8200 -0.4655
2 102.40 2.8202 0.8489 8.7900 0.1067
3 352,50 1.7834 0.5369 25.0100  0.1688
4 638.30 0.8566 0.2579 28.5800 0.3514
5 923.30 0.5326 0.1603 28,5000 0.5652
6 998.10 0.1124 0.0338 7.4800 2.6785
T 1424.00 0.5127 - 0.1543 42,5900 0.5871
8 1748.30 0.2960 0.0891 32.4300 1.,0170
9 1930.00 0.1427 0.0429 18.1700 2.1103
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TABLA VI.- Parémetros poblacionales de T. suecica
a nivel Erlenmeyer en el medio de cultivo de
3.0 mg/l de fosfato, durante 9 dfas,

DEN X 1000

DIA K MU PD TG
(Cel./ml.) Ngdivﬁﬁbfgﬁiéﬁé cel/dfa Dias
0 22,70 .
1 39.00 0.7808 0.2350 1.6300 0.3855
: 2 90.80 1.2192 0.3670 5.1800 0,2469
3 385.50 2.0860 0.6279 29,4700 0.1443
4 736.50 0.9340 0.2811 35,1000 0.,3223
5 1087.30 0.5620 0.1692 35,0800 0,5356
6 1314.80 0.2741 0.0825 22,7500 1.,0983
7 1529,00 0.2177 0.0655 21.4200 1,.3825
8 1637.30 0.0987 0.0297 10.8300 3,0490
9 1750.80 0.0967 0.0291 11,3500 3.1131

Las figuras 2 a 5 muestran el crecimiento de T.sue-
cica para cada dfa de cultivo con el uso de fosfato del
medio de cultivo en concentraciones de 4.5, 4, 3.5, y 3

miligramos por litro respectivamente.

La figura 6 (testigo) muestra el crecimiento pobla-

cional de T. suecica en el medio de cultivo de Guillard

y Matthiessen y Toner (op cit).

La figura 7 muestra las curvas de crecimiento de T.
suecica a nivel Erlenmeyer tanto del medio de cultivo con

trol como de cada uno de los tratamientos.
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Figura 2.- Crecimiento poblacional de T. suecica en

medio de cultivo con 4.5 mg/l de fosfato,
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Figura 3.- Crecimiento poblacional de T. suecica en

medio de cultivo con 4.0 mg/l de fosfato.
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Figura 4.- Crecimiento poblacional de T. suecica en

medio de cultivo con 3.5 mg/l de fosfato.
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Pigura 5.- Crecimiento poblacional de I. suecica en

medio de cultivo con 3.0 mg/l de fosfato.
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Figura 6.- Crecimiento poblacional de T. suecica
en medio de cultivo con 5 mg/l de fosfato(testigo)
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Resultados estadfsticos.

El resultado del planteamiento de la hipdtesis nula
(Ho) aplicando la prueba de anflisis de varianza de Krus
kal-Wallis, para ver si las distribuciones de las frecuen
cias son iguales entre el cultivo control y los demés tra
tamientos experimentales fue no rechazada al obtenerse u
na H calculada de 6,208 y una critica de 7.418, ademis
la probabilidad de observar valores tan grandes en el es
tadfgrafo H de Kruskall-Wallis es de 0.051693 al nivel
de significancia de 0.05, por lo tanto no existieron di-
ferencias en el nimero de células encontradas al noveno
df{a del experimento entre el medio de cultivo control ¥y
los tratamientos de 4.5 a 3.0 mg/l de fosfato con un 95%
de confianza. Lo cual concuerda con las tendencias gréf}
cas del crecimiento poblacional presentadas en la figura
7, donde se puede observar gsegin las caracter{sticas prin
cipales de crecimiento presentadas por una microalga en
cultivo con volumen limitado;la fase exponencial se encon
tro entre el segundo y noveno dfa de cultivo en las 5 po

blaciones de microalgas.
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5.= DISCUSION

Los estudios sobre la nutricidén del fitoplancton, con
le finalidad de entender las condiciones ideales de su cre
cimiento, ha hecho que los diferentes puntos de vista de
los investigadores presenten una gran variedad de propor-
ciones nutricionales, que dificultan la comparacidén de los
resultados (Ketchum, 1953). En base a los resultados logra
dos en el experimento, podemos decir que el requerimiento
nutricional para el crecimiento de la microalga fue satis
factorio en todos los medios, aunque la concentracidén de
5 mg/l (concentracién utilizada por el medio Guillard) se
haya obtenido con mayor densidad celular. Sin embargo los
resultados de las concentraciones utilizadas con menor can
tidad de fosfato no fueron limitantes, a pesar que la més
baja alcanzé una proporcién de N:P de 25:1l. En estudios
anteriores de cultivo de microalgas se encontrd que la pro
porcién més frecuente de N:P es de 16:1 o 15:1 (Fuhs,1972)
Y una severa limitacién fue la proporcidén 35:1 (Soeder,
1971). Y si se observa la curva de crecimiento poblacional
durante los nueve dfas de cultivo en el comportamiento de

Petraselmis suecica en su fase exponencial, esta fue favo

rable, a pesar de esto no debe considerarse en cultivos
"1a utilizacidn de la menor concentracién de fosfato (3.0

mg/1l) que la usada por el medio Guillard nwf/2n como fina-



-lidad de un cultivo estético para inocular a recipientes
con voldmenes mayores (Fernbach con 2.8 litros), hasta no
realizar un experimento donde se utilice la microalga en
gu fase exponencial en un medio de cultivo con 3.0 mg/1 de
fosfato como cepa de inoculacidn,

Los resultados estadisticos nos indican que no exis-
tieron diferencias significativas al nivel del 5 % entre
el cultivo control y los experimentos, sin embargo hay que
considerar que no se tomo en cuenta el "pool" de fosfato
interno de la microalga. Droop (1953) considerd la exis-
tencia de un "pool" interno de sales nutritivas, lo cual
permite que los organismos siganAcreciendo, ain cuando la
concentracién externa de la sa1 nutritiva llegue a un pun
to critico. Segtn esta consideracién (Droop op. cit.) la
microalga en cultivo provenfa de un medio rico de fosfato,
por haberse utilizado una cepa en estado de crecimiento
exponencial (sexto dia)con la probabilidad que tuvieraun
"ppol" muy grande, y como duré un periodo corto el expe-
rimento, no logré agotar su "pool" y por esto no necesi-
t6 tomar los fosfatos del medio. Otra consideracién pudo
ser por induccién de la fosfatosa alcalina que actﬁacuag
do apargcen deficiencias de fésforo, logrando que las en
zimas lo proporcionen después de obtenerlos del agua de
mar utilizada en lapreparacidn de - los medios.

Si pudiera ser factible la utilizacién de una concen

tracién menor de fosfato (3 mg/l) con respecto al medio Gui

30
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1lard, se lograrfa una disminucién del 40 % en el gasto.

Como el precio del reactivo (fosfato monobisico hi-

dratado) es en la actualidad de 76 360 pesos M.N, la li-

bra, habria por cada litro de cultivo un ahorro de 33.67

centavos, por lo consiguiente, a diferentes volimenes de

cultivo el ahorro serfia el siguiente:

Fernbach (2.8 1)
Carboy (18 1)
Bolsa (60 1)
Tanques (1000 1)

Tanques (10 000 1)

94 centavos
6.06 pesos

20,20 pesos
336.70 pesos
3367,0 pesos
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6.~ CONCLUSION

Después de experimentar con 5 concentraciones dife
rentes de fosfato (5 mg/l a 3.0 mg/l), se encontr§ que
no existieron diferencias significativas al nivel del 5%,
pero esto no indica que la concentracién menor utiliza-~
da (3.0 mg/l) sea el minimo més conveniente para el ade-

cuado crecimiento de la microalga Tetraselmis suecica ya

que se tiene que considerar el "pool" interno de la micrg
alga y la accidn de la fosfatosa alcalina y los compues—
tos polifosfatados que se encuentran en el agua de mar u

tiligzada para preparar los medios de cultivo.



T+~ RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el ex-

perimento, en que la microalga Tetraselmis suecica tuvo

un crecimiento favorable con un medio de cultivo prepara~
do con 3.0 mg/l de fosfato. Se recomienda al utilizar es-
te medio, se cultive la microalga bajo las mismas condi-

ciones fisicas y nutritivas a la que fue sometida, y al

inocular se tome en cuenta la edad de la cepa correspon-
diente a la del ensayo.

Congiderando la existencia del "pool" interno de fos
fatos en la microalga. Se sugiere realizar un experimento
con un cultivo control, el cual contenga un medio con una
concentracién de fosfato de 3.0 mg/l, y el tratamiento
con medio que no contenga fosfatos, dejando as{ a la mi-

croalga en inanicién de fosfatos hasta que se agote el

"pool"” interno, y una vez agotado, enrigquecer el mediocon

la misma concentracidén del control.

Para analizar la accién de la fosfatasa, se sugiere
experimentar, teniendo a la par cultivos estéticos, uno
de ellos cuyo medio de cultivo este preparado con agua
artificial sin fosfato y el otro medio con agua de mar

no enriquecida con fosfatos.

33
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