INVESTIGACION

Crecimiento de la diatomea Thalassiosira pseudonana en cultivos estaticos
con iluminacion continua y fotoperiodo a diferentes salinidades

RESUMEN

Se evalué el crecimiento de Thalassiosira pseudo-
nana en un sistema estatico en salinidades de 15,
25 y 35 unidades practicas de salinidad (psu), a
iluminacién continua y con fotoperiodo 12 h
luz:12 h oscuridad. Los bioensayos se realizaron
en matraces de 250 mL por cuadriplicado bajo
condiciones controladas de laboratorio, utilizando
el medio de cultivo f/2. Los pardmetros monitore-
ados diariamente fueron luz, temperatura, pH y
conteos celulares directos cada 12 horas. La varia-
ble salinidad afectd la concentracion celular y la
tasa de crecimiento de 7. pseudonana, mientras
que los regimenes de iluminacién solamente afec-
taron la tasa de crecimiento médxima y acumulada.
La tasa de crecimiento y densidad celular fueron
mayores a la salinidad de 35 psu. La tasa de creci-
miento méaxima fue a la salinidad de 35 psu con
1.71 divisiones dia’ y la concentracion celular
maxima fue de 555,000 cél/mL en los cultivos con
luz continua y 1.0 divisiones dia! con 477,000
cél/mL en los cultivos con fotoperiodo. Los resul-
tados indican que el crecimiento de 7. pseudonana
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es determinado por la salinidad con un crecimien-
to 6ptimo a 35 psu, mientras que a salinidad de 15
psu disminuye drdsticamente su crecimiento.
Palabras clave: Thalassiosira pseudonana, salini-
dad, fotoperiodo, luz continua

ABSTRACT

Thalassiosira pseudonana was grown in batch
system at salinities of 15, 25 and 35 psu.
Continuous light and 12:12 h light:dark photoperi-
od was evaluated. Bioassays were kept in /2
medium, using 250 mL flasks under laboratory
conditions. Light, temperature, pH and cell densi-
ty were evaluated every 12 hours. Salinity affect-
ed the cell density and growth rate of 7. pseudo-
nana, while light conditions affected only the
maximum and accumulated growth rate. The high-
est growth rate and cell density were founded at 35
psu of salinity. Maximum growth rate with was
1.7 divisions day'1 and cell density was 554,700
cel/mL and in the cultures with photoperiod
(12:12 h light:dark) was 1 division day'1 and a cell
density of 477,200 cel/mL. We concluded that
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growth of T. pseudonana is influenced by salinity,
with an optimum salinity of 35psu, while low
salinities of 15 psu reduce algae growth.

Key words: Thalassiosira pseudonana, salinity,
photoperiod, continuous light.

INTRODUCCION

Las microalgas son usadas en acuicultura como
alimento vivo para todos los estadios de creci-
miento de los moluscos, para los estadios larvales
de crustdceos, para algunas especies de peces y en
la producciéon de zooplancton (Muller-Feuga,
2004; Babaro y col.,2001). Los géneros de micro-
algas mds utilizadas  son:
Chlorella,
Dunaliella, Rhodomonas, Pavlova, Chaetoceros,
Nitzschia y Thalassiosira (Wikfors y Ohno, 2001).
La seleccion de la microalga depende de caracte-

Isochrysis,

Nannochloropsis, Tetraselmis,

risticas como: tamafo, calidad bioquimica, mayor
crecimiento con altas densidades (Becker, 2004).

Se han desarrollado diferentes medios para el cul-
tivo de microalgas que van desde las formulas para
enriquecer el agua de mar natural, hasta el uso de
medios artificiales, la seleccién de un medio qui-
mico adecuado es el primer paso y el mas impor-
tante para el éxito del cultivo (Paniagua-Michell y
col., 1989). Las microalgas requieren diferentes
factores para su crecimiento, dentro de estos se
encuentran: los fisico-quimicos y los nutritivos.
Entre los primeros, se destacan la luz, temperatu-
ra, salinidad, pH, CO, y fotoperiodo (Becker,
2004; Tzovenis y col. 2003). Dentro de los segun-
dos son relevantes los macro nutrientes, que son
utilizados para sintetizar compuestos orgdnicos, y
los micro nutrientes usados como catalizadores
(Becker, 2004). EI crecimiento microalgal se rige
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por la ley del minimo, es decir, el factor limitante
del crecimiento es aquel que estd presente en can-
tidades mds proximas al minimo critico necesario.
La salinidad es un factor abidtico importante, por-
que afecta el crecimiento y densidad celular de las
microalgas en cultivo como en el ambiente mari-
no, en este ultimo ademas, determina su distribu-
cién e influye en la densidad, temperatura y gases
disueltos del agua marina, lo cual ocasiona una
respuesta de las microalgas a cambios en la salini-
dad regulado por cambios rdpidos en el volumen
celular y ajuste osmético. La variacion en la sali-
nidad provoca que la célula libere iones, sintetice
compuestos orgdnicos, disminuya la fijacién de
CO, y afecte el metabolismo del nitrégeno(Kirst,
1989).

Las microalgas tienen un rango de tolerancia muy
alto a la concentracion de sales, lo cual no implica
que crezcan bien a las diferentes salinidades
(Brown y col., 1996). Las condiciones hipoosmo-
ticas tienden a ser mas peligrosas que las altas sali-
nidades, debido a que la tasa de crecimiento y acti-
vidad metabdlica se reducen drasticamente en sali-
nidades por debajo de 20 ppm (Kirst, 1989).

El crecimiento 6ptimo y tolerancia a las variacio-
nes de salinidad depende de la adaptacion de las
especies de microalgas, las especies estuarinas
toleran mejor las bajas salinidades que las especies
oceanicas (Kirst, 1989). Renaud y Parry (1994),
reportan que salinidades de 10 a 35 psu no produ-
cen cambios en la tasa de crecimiento de
Isochrysis sp. y Nitzschia frustulum, sin embargo,
la velocidad de crecimiento de N. oculata dismi-
nuye a 35 psu.



El fotoperiodo (tiempo de exposicion a la luz) es
otro factor importante que tiene efecto sobre los
ciclos de vida y actividades metabdlicas de las
microalgas tanto en cultivo como en la naturaleza.
En condiciones naturales, la mayoria de las algas
se establecen en periodos alternos de luz: oscuri-
dad, sin embargo, en la mayoria de los laboratorios
de microalgas se mantiene constante la ilumina-
cion en los cultivos al interior,
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pseudonana, en cultivos estéticos crecidos bajo
condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

La diatomea Thalassiosira pseudonana, fue culti-
vada en tubos de ensaye con tapén de rosca en el
medio de cultivo f/2 (Guillard y Ryther, 1962) para
una primera aclimatacion a las diferentes salinida-
des (15,25 y 35 psu), posterior-

debido a que esta favorece la
division celular en ciertas
microalgas como las diatome-
as; cuando se llegan a utilizar
los ciclos luz:oscuridad, es con
el fin de simular las condicio-
nes naturales o la de sincroni-
zar los cultivos (Humprey,
1979).

La diatomea T. pseudonana ha
sido utilizada en acuicultura
marina como alimento vivo
dado su valor nutritivo, princi-
palmente para moluscos y
crustaceos (Wikfors y Ohno,
2001), ademds, tiene la capaci-
dad para crecer en cultivos
masivos generando buenas
densidades celulares, lo que la
hace una especie ideal para
investigacién sobre todo en la

En la mayoria de microalgas
el crecimiento se lleva acabo
durante el periodo de luz
debido a que a través de la
fotosintesis generan material
orgdnico y energia suficiente
para este proceso, mientras
que la division celular se da
en el periodo de oscuridad,
sin embargo en las diatomeas
la division celular también se
realiza en luz continua, por
lo tanto, la densidad celular
de T. pseudonana no se vio
afectado por las condiciones
de luz, pero si disminuyeron
las tasas de crecimiento
mdxima con fotoperiodo.

mente se cultivaron en matra-
ces de 125 mL y fueron aclima-
tados por 6 dias. Para los culti-
vos se utiliz6 un disefio simple
en matraces de 250 mL por
cuadruplicado para ilumina-
cién continua y para el fotope-
riodo 12 h luz:12 h oscuridad y
se evaluaron por 7 dias, se ini-
ciaron con un indculo de
50,000 cél/mL. Los cultivos
fueron mantenidos bajo condi-
ciones estdndar de laboratorio
las cuales fueron: iluminacion
continda con luz fria, fotoperio-
do 12:12h y temperatura con-
trolada por un acondicionador
de aire a 22°C + 1. Las varia-
bles monitoreadas cada 12 h
fueron temperatura, ilumina-
cién, pH y densidad celular.

busqueda de como eficientizar su produccion.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de diferentes salinidades, iluminacién con-
tinua y fotoperiodo 12 h luz:12 h oscuridad en el
crecimiento y densidad celular de Thalassiosira

La temperatura fue medida con un termémetro de
mercurio convencional (-10 a 120°C), el pH con
un potencidometro portitil marca Oakton pHTestr
1, previamente calibrado con amortiguadores de
70 y 100 y la iluminacién con un fotémetro
marca Fisher Scientific.
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La cuantificacion de la densidad celular se realizd
mediante la técnica de conteo directo con un
hematocitometro de 0.1 mm de profundidad en un
microscopio compuesto a 10x y muestras fijadas
con lugol al 1% (Andersen, 2005).

Los datos de las concentraciones celulares fueron
transformados para obtener el logaritmo base 2.
Las tasas de crecimiento (nimero de divisiones
por dia) y el tiempo de duplicacién se calcularon
con la férmula m = (Log,B,- Log,B,)/(t,-t,). La
tasa de crecimiento acumulada (1) fue obtenida
con la sumatoria de todas las tasas registradas en
el experimento (X y) y la tasa maxima fue el valor
de u mas alto obtenido durante el desarrollo de los
cultivos.

El andlisis estadistico aplicado fue un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias y se utilizo la prue-
ba de comparacién mdltiple de Tukey con un nivel
de significancia (o= 0.05) para examinar las dife-
rencias entre tratamientos (Zar, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las variables de temperatura e iluminacion se
mantuvieron entre 22°C + 1 y 3 Klux, respectiva-
mente. El pH vari6 de 8.87 £0.36 a 8.89 £0.34 en
los cultivos con fotoperiodo y de 8.85 + 0.29 a
8.88 + 0.35 en los cultivos con luz continua. La
variaciéon observada fue pequefia entre las dos
condiciones de iluminacidn.

El crecimiento en cultivo inicid por la fase de
adaptacion en donde la mayoria de las células ino-
culadas fueron viables pero no estdn en condicio-
nes de dividirse inmediatamente, luego continué
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el crecimiento exponencial donde las células
comenzaron a dividirse regularmente a una tasa
constante, para registrar la tasa de crecimiento
maximo en esta fase, esta continuo hasta el dia 5
de cultivo, posteriormente el tiempo requerido
para la duplicacion celular aumentd, reduciendo la
tasa de crecimiento presentindose asi la fase de
lento crecimiento entre el dia 6 y 7 que fue el tlti-
mo dia de cultivo. Las curvas de crecimiento en
las tres salinidades y las dos condiciones de ilumi-
nacion tuvieron una tendencia similar, con un cre-
cimiento ascendente hasta los ultimos dias del
experimento y una fase exponencial extendida
principalmente para la salinidad de 15 psu con
fotoperiodo (Fig. 1). En la salinidad de 35 psu se
obtuvo el mayor crecimiento, y en menor medida
en la salinidad de 25 psu, mientras que él mds bajo
se observo en 15 psu. Esta disminucién del creci-
miento en la salinidad de 15 psu es debido a que el
alga esta adaptada a crecer a salinidades cercanas
a las del agua de mar debido a que su origen es
marino, por lo que la disminucién de la salinidad
ocasiona que exista un aumento en el volumen
celular por acumulacién de agua en su interior y
desvio de sus actividades metabdlicas (Mansour y
Salama 2004).

La salinidad tuvo un efecto significativo (P <
0.001) sobre la tasa de crecimiento y densidad
celular maxima de T. pseudonana. En la salinidad
de 35 psu se obtuvo el mayor crecimiento, mien-
tras que €l mds bajo se observo en las salinidades
de 25 psu y 15 psu respectivamente. La tasa de
crecimiento maxima a 35 psu fue con 1.71 divi-
siones dfa en los cultivos con luz continua y 10
divisiones dia™ con fotoperiodo y de 1.39 divisio-
nes dfa”! en los cultivos con luz continua a 25 psu.



THALASSIOSIRA PSEUDONANA. CRECIMIENTO A DIFERENTES SALINIDADES

20.00
19.00 4
5 1800
)
Q
=2
£
2 17.00
; --+-]5Lc —a— 1I5F
2
g
8 1600 -
——25Lc  —&- 25F
15.00 1
35l e 35F
14.00

0 2 3 4 5 6 7 8
Dias de cultivo

Figura 1. Curvas de crecimiento celular de Thalassiosira pseudonana a
salinidades de 15, 25 y 35 psu con luz continda (Lc) y fotoperiodo (F).

Tabla 1. Valores promedio y desviacion estdndar del nimero de células méximo (cél/mL),
divisiones por dia (x» maxima, y promedio, ¢ acumulada) de Thalassiosira pseudonana con

fotoperiodo (F) y luz continua (Lc).

Tasas de crecimiento especifico

Salinidad Condiciones Concentracion (Divisiones/dia)
(psu) deluz  celular maxima ¢ maxima u promedio  p acumulada
(x10* Cel/mL)
15 F 304 £ 15, 068+ 026, 033+ 005, 230+ 0.36,
25 F 424 + 30, 095+ 0.18, 038+ 001, 274+ 0.16,
35 F 453 + 35, 100+ 020, 046+ 0.04,, 323+ 029,
15 Le 387 £ 18 071+ 0.10, 035+ 006, 250+ 0.34,
25 Le 450 + 18, 139+ 009, 043+ 003,. 321+ 028,
5 Le 555 £ 137, 171+ 015, 049+ 005, 343+ 037,

Letras diferentes indican diferencias significativas con un o =0.05
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La tasa de crecimiento acumulada fue arriba de 3
divisiones dfa’! para estas mismas salinidades y
condiciones de luz, mientras que en los otros tra-
tamientos fueron menores (Tabla I). Thessen y col.
(2005), mencionan que el crecimiento Optimo a
diferente salinidad depende de la especie de
microalga debido a que encontraron que Pseudo-
nitzschia delicatissima tuvo una tasa de creci-
miento mdxima a bajas salinidades, mientras que
el crecimiento méaximo de Pseudo-nitzschia pseu-
dodelicatissima fue a salinidades elevadas y
Pseudo-nitzschia multiseries presentd un creci-
miento intermedio entre las otras dos especies.

Al analizar las concentraciones celulares maximas
al final del experimento en cada una de las salini-
dades se encontraron diferencias significativas (P
< 0.001) en las tres salinidades, se observd que
fueron mayores a 35 psu de 555,000 + 137,000
cél/mL con luz continua y 453,000 + 89,000
cél/mL con fotoperiodo, disminuyeron significati-
vamente a la salinidad mds baja de 15 psu (Tabla
I). La respuesta en la densidad celular con respec-
to a la variacion en la salinidad del medio de cul-
tivo es diferente dependiendo de la especie de
microalga cultivada. En el presente estudio la dis-
minucién de la concentracion celular a salinidades
bajas concuerda con Rosales y col. (2005) quienes
encontraron que la mayor densidad celular de
Synechococcus fue a 35 psu. Por su parte, Arroyo-
Pacheco y Martinez-Baldenebro (1994) reportaron
que Chaetoceros muelleri cultivada bajo condicio-
nes controladas de laboratorio disminuye su densi-
dad celular a salinidades altas (36 y 40 psu). Lopez
Elias y col. (2004) encontraron que Isochrysis sp.
muestra una mayor densidad celular a concentra-
ciones bajas de sal, sin embargo, Castro-Araujo y
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col. (2005), observaron que las salinidades de 25 y
35 no tuvieron un efecto significativo (P > 0.05)
sobre el crecimiento y la densidad celular maxima
de Chaetoceros cf. wighamii.

Los cambios de salinidad afectan a los organismos
en tres vias: a) estrés osmotico con impacto direc-
to sobre el potencial del agua celular; b) estrés
i6nico causado por la entrada o perdida de iones y
c¢) cambio en la tasa i6nica celular debido a la per-
meabilidad i6nica selectiva de la membrana
(Mansour y Salama 2004).

Ademas de la salinidad, el régimen de luz también
juega un papel importante puesto que también
afecta el crecimiento y produccion de biomasa de
los cultivos (Tzovenis y col. 2003). En el presente
trabajo, las dos condiciones de iluminacién no
mostraron un efecto estadisticamente significativo
(P=0.107) sobre la concentracion celular maxima
en los tratamientos, pero si en la tasa de creci-
miento maxima (P < 0.001) y en la tasa de creci-
miento acumulada (P = 0.03); los cultivos con
fotoperiodo 12 h luz:12 h oscuridad tuvieron un
crecimiento menor, esto concuerda con Brown y
col. (1996), quienes reportaron que 7. pseudonana
tuvo una tasa de crecimiento maxima de 1.9 con
iluminacién continua y de 1 con fotoperiodo 12 h
luz:12 h oscuridad. Por otro lado Humprey (1979),
encontrd un crecimiento mas lento de Chaetoceros
didymum, Chroomonas sp., Cylindrotheca closte-
rium, Dunaliella Tertiolecta, Pavlova lutheri y
Phaeodactylum tricornutum cuando crecieron en
un ciclo 12 h luz:12 h oscuridad comparado con
cultivos expuestos a iluminaciéon continua. Las
diatomeas Chaetoceros didytum y Phaeodactylum



tricornutum mostraron una tasa de crecimiento
con luz continua de 0.6 y 1.7 respectivamente, y
con fotoperiodo 04 y 1.2. Por su parte
Viramontes-Robles (1991), evalio el efecto de
tres fotoperiodos: 12:12, 14:10 y 16:8 e ilumina-
cién continua en el crecimiento de C. muelleri,
Skeletonema costatum y Tetraselmis suecica,
encontr6 que las dos diatomeas crecieron bien en
cualquiera de las intensidades luminosas, pero
Tetraselmis crecié menos con fotoperiodo que con
iluminacién continua.

Tzovenis y col. (2003) encontraron que la tasa de
crecimiento maxima para una cepa de Isochrysis
galbana (T-1SO), fue mayor con iluminacién con-
tinua y diminuy6 con el fotoperiodo.

En la mayoria de microalgas el crecimiento se
lleva acabo durante el periodo de luz debido a que
a través de la fotosintesis generan material organi-
co y energia suficiente para este proceso, mientras
que la division celular se da en el periodo de oscu-
ridad, sin embargo en las diatomeas la division
celular también se realiza en luz continua, por lo
tanto, la densidad celular de T. pseudonana no se
vio afectado por las condiciones de luz, pero si
disminuyeron las tasa de crecimiento maxima con
fotoperiodo. Dicha diatomea como muchas otras
especies de microalgas, mostré un crecimiento
positivo a la salinidad tipica del agua de mar,
mientras que a medida que baja la salinidad se
observa una reduccion en el crecimiento y densi-
dad celular siendo menor a la salinidad de 15 psu.
Esto demuestra que la tasa de crecimiento y con-
centracion celular de dicha microalga estuvo
determinada principalmente por la salinidad con
un crecimiento éptimo a 35 psu.
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CONCLUSIONES

El crecimiento y densidad celular de
Thalasssiosira pseudonana fueron determinados
principalmente por la salinidad, con una dptima de
35 psu, mientras que por debajo de esta salinidad
disminuye significativamente el desarrollo de los
cultivos. Por otro lado, las condiciones de luz no
influyeron en la densidad celular pero si en la tasa

de crecimiento maxima.
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