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RESUMEN de la tesis que presenta Catalina Ivone Chavez Medrano, como requisito
parcial para la obtencion del grado de MAESTRIA EN CIENCIAS con orientacion en
ACUICULTURA. Ensenada, Baja California, México. Septiembre de 2008.

EFECTO DE DISTINTAS VARIABLES AMBIENTALES EN LA
FISIOLOGIA Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE Navicula incerta

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Director de Tesis

La irradiancia, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes son tres de los factores mas
importantes que pueden influir en el crecimiento y en la composicion bioquimica de
cultivos microalgales. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la irradiancia, la
temperatura y la concentracion de nutrientes en la tasa de crecimiento, la composicion
bioquimica y la utilizacion de nutrientes con la diatomea bentonica Navicula incerta. Se
mantuvieron cultivos no axénicos y monoespecificos de N. incerta por 7 dias en sistemas
estaticos bajo distintas condiciones experimentales con dos irradiancias (100 y 300 uE m™
s1), dos temperaturas (20 y 25 °C) y dos concentraciones de nutrientes en el medio de
cultivo “f” descrito por Guillard y Ryther (1962), y “2f”. La tasa de crecimiento de N.
incerta, no se modificé por efecto de la irradiancia, la temperatura y la concentracion de
nutrientes. Sin embargo, la fotosintesis maxima (Pns) y el punto de saturacion luminica
(Ik) fue mayor cuando N. incerta se mantuvo en 100 uE m?s”, 25 °C y medio “2f”. El
contenido de clorofila a fue modificado por efecto de la irradiancia, la temperatura y el dia
de cultivo. La irradiancia, la temperatura y los nutrientes en el medio de cultivo no
causaron diferencias significativas en el contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos y en
el perfil de acidos grasos de N. incerta. Al final del cultivo, la disponibilidad de nitratos
disminuy6 cerca del 50% y los ortofosfatos fueron totalmente usados al dia 7. La diatomea
N. incerta puede tolerar variaciones de temperatura (20 a 25 °C), de irradiancia (100 a 300
uE m?s™) y nutrientes (medio “f” y “2f) sin tener importantes cambios en su composicion
bioquimica y fotosintesis.

Palabras clave: Navicula incerta, crecimiento, irradiancia, temperatura, nutrientes,
composicion bioquimica.
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ABSTRACT of the thesis presented by Catalina Ivone Chavez Medrano as a partial
requirement to obtain the MASTER IN SCIENCE degree with orientation in
AQUACULTURE. Ensenada, Baja California, México. September 2008.

THE EFFECT OF DIFFERENT ENVIRONMENTAL VARIABLES ON
PHYSIOLOGY AND BIOCHEMICAL COMPOSITION OF Navicula incerta

Irradiance, temperature, and the availability of nutrients are three of the most important
environmental factors that can influence the growth and the biochemical composition in
microalgal cultures. The aim of this work was to evaluate the effect of irradiance,
temperature, and the concentration of nutrients on the growth rate, biochemical
composition, and the use of nutrients on the benthic diatom Navicula incerta. We
maintained non-axenic and monospecies cultures of N. incerta for 7 days in batch systems
under different experimental conditions at two irradiancies (100 and 300 uE m™s™), two
temperatures (20 and 25 °C), and two nutrient concentrations in the culture media "f", as
described by Guillard and Ryther (1962), and "2f". The growth rate of N. incerta was
unaffected by irradiance, temperature, and nutrients. However, the maximum
photosynthesis (Pmax) and the highest saturation point of photosynthesis (Ik) were greater
when N. incerta was maintained at 100 pE m? s'l, 25 °C, and in the “2f” medium. The
Pmax and Ik values decrease significantly at higher irradiances. The chlorophyll a content
was modified by effect of irradiance, temperature, and culture day. The irradiance,
temperature, and nutrients in the culture media caused no significant differences to be
obtained for proteins, carbohydrates, lipid percentages, and the fatty acid profiles of N.
incerta. At the end of the culture, the availability of nitrates decreased nearly 50% and
orthophosphates were totally used up at day 7. The diatom N. incerta can tolerate variations
of temperature (20 to 25 °C), irradiance (100 to 300 pE m™s™), and nutrients (medium "f"
and "2f") without important modifications in their biochemical composition and
photosynthesis.

Keywords: Navicula incerta, growth, irradiance, temperature, nutrients, biochemical
composition.
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Capitulo I

Introduccion

La importancia del estudio de las microalgas radica en que son el primer eslabon de
la cadena trofica (Brown et al., 1989). Su notable diversidad fisiologica les permite
producir compuestos de uso acuicola, biotecnoldgico, cosmetologico y farmacéutico, como
el almidon, glicerol, pigmentos, biopolimeros y vitaminas entre otros (Richmond, 1986a,b;
Lembi y Waaland, 1988), por lo que su utilizaciéon ha adquirido importancia econémica.
Las microalgas se utilizan para la remocion de nutrientes y metales pesados en el
tratamientos de aguas residuales (de la Noiie et al., 1992; Radway et al., 2001). Ademas las
microalgas, se utilizan como alimento para organismos marinos y dulceacuicolas, en
particular para larvas y juveniles de crustdceos y moluscos (Richmond, 1990) y como
suplemento en las dietas de peces debido a su contenido en minerales (Fabregas et al.,
1987). La producciéon de microalgas como alimento vivo, en comparacion con
formulaciones alternativas, garantiza mejores niveles de crecimiento y supervivencia (De
Pauw y Persoone, 1988; Laing y Millican, 1992), ya que aportan nutrientes importantes de
diferente naturaleza y composicion (Lopez-Elias, 1990) y satisfacen con mayor eficiencia
los requerimientos nutricionales y energéticos a través de la ingestion de las microalgas
vivas (Hoff'y Snell, 1999).

La productividad y la calidad del cultivo de microalgas depende no solo de un
factor, sino de un conjunto de factores tales como: la irradiancia y la composicion espectral
de la luz, la temperatura, la salinidad, el tipo y la concentracion de nutrientes (Bjorn et al.,
1996). Estos factores causan diversos cambios en la fisiologia de las células incluyendo la
tasa de crecimiento (Thompson y Guo, 1992a,b; Carvalho y Malcata, 2003), el volumen

celular, la composicion bioquimica (Renaud et al., 1991), la concentracion y la



composicion de pigmentos (Erisksen ¢ Iversen, 1995; Sciandra et al., 2000), la actividad
fotosintética, el metabolismo del carbono (Turpin, 1991) y la composicion nutrimental
(Brown et al., 1996).

La luz provee la energia para el crecimiento de las microalgas y es indispensable
para el desarrollo de células fotoautotroficas, por lo que es un factor importante en el éxito
de un cultivo microalgal. La eficiencia de la utilizacion de la luz, depende de las
caracteristicas fisiologicas de las células para utilizarla con distinta irradiancias y
composicion espectral (Rivkin, 1989; Rodriguez et al., 2000).

La temperatura es un parametro clave, ya que controla el metabolismo y las tasas
de todas las reacciones quimicas en las microalgas, pero especificamente tiene un efecto
directo en los componentes estructurales de las células particularmente en los lipidos
(Oliveira et al., 1999; Coles y Jones, 2000; Carvalho y Malcata, 2003).

En estudios previos con varias especies de microalgas, Rhodomonas sp. cultivadas
entre 27-30 °C, Cryptomonas, Isochrysis sp. y una Prymnesiofita cultivadas entre 25-35
°C, se ha encontrado una relacién directa entre las mayores temperaturas de cultivo
respecto a un aumento en la tasa de crecimiento, un incremento en el contenido de lipidos
pero con un bajo contenido proteico (Renaud et al., 1995). Sin embargo, se ha evaluado
que la sintesis de lipidos inducida por efecto de la temperatura es una respuesta especie-
especifica. e.g. Tomaselli et al. (1988) y Oliveira et al. (1999), encontraron que en altas
temperaturas (30 °C) las células de Spirulina platensis producen altos contenidos de
carbohidratos y lipidos. Otros estudios muestran que al incrementar la temperatura del
medio se aumenta el contenido proteico y disminuye el contenido de carbohidratos y
lipidos para Spirulina maxima y Spirulina plantensis (Oliveira et al., 1999); Chaetoceros
gracilis (Mortensen et al., 1988), Anabaena variabilis (Satu y Murata, 1980),
Nannochloropsis oculata e Isochrysis sp. (Renaud et al., 1999), Nitzschia closterium y
Nitzschia paleacea (Renaud et al., 1995).

El valor nutritivo de una especie de microalga depende de la composicion
bioquimica, del tamafio y de su facil digestibilidad (Thompson et al., 1992a,b). Se han
encontrado altas tasas de crecimiento de organismos marinos que han sido alimentados con

dietas a base de microalgas con altos contenidos de lipidos y proteinas (Kawamura et al.,



1995). Sin embargo, la relacion entre la composicion bioquimica del alimento y su valor
nutricional depende ademds de otros factores como la disponibilidad del alimento, de la
tasa de ingestion y de la capacidad de asimilacion del organismo (Webb y Chu, 1983).

La nutricion adecuada de crustdceos, moluscos y peces se ha convertido en una de
las areas importantes dentro de la acuicultura. Por lo que el conocer y satisfacer los
requerimientos nutricionales de los diversos organismos cultivados, ha llevado al aumento
de los estudios relacionados con la evaluacion de los contenidos de proteinas,
carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales de diversas especies de microalgas
(Richmond, 1990). Brown et al. (1989), realizaron una amplia revision de la literatura del
tema y resumieron los requerimientos de diversos constituyentes en las dietas basadas en
cultivos de microalgas. Estos autores indican que para un buen crecimiento de larvas de
moluscos se requiere entre el 30 y 60% de proteina, entre el 5 y 30% de carbohidratos y
entre el 10 y 25% de lipidos.

Los lipidos son moléculas que tienen diversas e importantes funciones bioldgicas,
act@ian como componente estructural de las membranas, en el transporte y almacenamiento
de combustible catalitico y como cubierta protectora de la superficie de organismos, entre
otras importantes funciones fisiologicas. Dentro de los tipos de lipidos se encuentran
principalmente triglicéridos, ceras, y fosfolipidos (Lehninger, 1995; Mckee y Mckee,
2003). Los lipidos polares que principalmente se encuentran en las diatomeas son los
fosfolipidos, glicolipidos y sulfolipidos (Alvarez-Cobelas y Zarco-Lechado, 1989) y estos
lipidos son abundantes en varias especies de diatomeas que se incrementan en la fase
estacionaria de su ciclo de vida (Dustan et al., 1994). En la actualidad el uso de acidos
grasos provenientes de diversas especies de microalgas se ha convertido en un aporte de
produccion de energia a partir de acidos poliinsaturados (PUFA’s). Los PUFA’s son
componentes esenciales, ya que varios grupos de organismos no tienen la capacidad
metabolica para sintetizar de novo acidos grasos con doble ligadura en las posiciones n-3 y
n-6, como el 4cido araquidonico (AA) 20:4 de la clase n-6, el &cido eicosapentaenoico
(EPA) 20:5 de la clase n-3 y el 4cido docosahexanoico (DHA) 22:6 de la clase n-3 (Tacon,
1990; Brown et al., 1996). Desafortunadamente la cantidad de PUFA’s que tienen las

microalgas no pueden competir con el contenido de PUFA s que tiene el aceite de pescado,



sin mencionar antes los altos costes de produccion de los cultivos microalgales (Zhang et
al., 2001). Estos costes pueden ser reducidos con la implementacion de cultivos
controlados y por la combinacion de diversos factores ambientales. Lo anterior contribuira
en una produccion exitosa de cultivos microalgales con un valor nutritivo adecuado para el
organismo que los consuma.

Las microalgas se caracterizan por su alto contenido de lipidos y acidos grasos
esenciales, en particular el EPA, que las hace adecuadas como alimento para estos
organismos (Renaud et al., 1994). Las diatomeas bentOnicas tienen un papel muy
importante en diferentes etapas del ciclo de vida del abulon. En diversos trabajos se
menciona que son inductoras para el asentamiento de larvas y la metamorfosis y en la
alimentacion del abulon durante la etapa de vida de postlarva y juvenil (Hahn, 1989). Se ha
documentado que la larva nadadora de abulon reconoce su nuevo hdbitat bentdnico por
medio de estimulos quimicos. Estos estimulos naturales y quimicos son producidos por
diversos compuestos asociados a neurotransmisores ya sea por microalgas bentonicas
(Navicula spp., Nitzschia spp. y Cocconeis spp.), algas coralinas (Phymatolithon spp.),
mucus de abulones adultos y el acido y-amino-n-butirico (GABA) (Searcy-Bernal y
Anguiano-Beltran, 1998).

El uso de diatomeas bentonicas como alimento en la acuicultura resulta ser un
elemento clave en la produccion de cultivos de abulon y de otros organismos herbivoros
(erizo), ya que en funciéon de la cantidad y el valor nutricional de las diatomeas se
modificard la tasa de crecimiento y de supervivencia de los organismos en cultivo.

Existen pocos estudios sobre el cultivo de microalgas benténicas (Correa-Reyes et
al., 2001; Carbajal-Miranda et al., 2005; Simental-Trinidad et al., 2001, 2004; Daume et
al., 2003; Sanchez-Saavedra, 2006). La mayoria de estos trabajos ha sido de tipo
descriptivo, listados floristicos y algunos de aspectos fisiologicos (Mercado et al., 2004),
ecologicos, reproductivos y taxonomicos (Siqueiros-Beltrones et al., 1991).

Dada la importancia de las microalgas bentdnicas en la alimentacion de diversos
organismos y los pocos estudios a cerca de las condiciones de cultivo, es importante
conocer las mejores condiciones de irradiancia, de temperatura y la concentracion de

nutrientes en que pueden crecer. Por tal motivo, este trabajo contribuira en el conocimiento



de las condiciones Optimas para el desarrollo de las diatomeas bentonicas que se usan
como alimento para las post-larvas de abuldn y para el desarrollo de la acuicultura en Baja

California.



Capitulo 11

Hipotesis

La irradiancia, la temperatura y la concentracion de nutrientes son factores que se
encuentran estrechamente relacionados en diversos procesos fisioldgicos de las microalgas,
por lo que esperamos que la combinacion de valores elevados de estas tres variables resulte
tasas de crecimiento mas elevadas, una mayor produccién de acidos grasos, pigmentos

fotosintéticos y un mayor consumo de nutrientes.



Capitulo 111

Objetivos

I1I. 1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la irradiancia, la temperatura y la concentracion de nutrientes

respecto al crecimiento, la composicion bioquimica, la fotosintesis y el consumo de

nutrientes en cultivos de la diatomea bentdnica Navicula incerta.

I11. 2. Objetivos particulares

1.

Evaluar la tasa de crecimiento de N. incerta cultivada en dos distintas irradiancias,
dos temperaturas y dos concentraciones de nutrientes.

Evaluar el efecto de la intensidad luminosa sobre la fotosintesis maxima, la
eficiencia fotosintética y el indice de saturacion luminica de los cultivos de N.
incerta cultivada en dos distintas irradiancias, dos temperaturas y dos
concentraciones de nutrientes.

Conocer la composicion bioquimica en los cultivos de N. incerta bajo distintas
irradiancias, temperaturas y concentracion de nutrientes.

Analizar el perfil y concentracion de acidos grasos de N. incerta bajo distintas
irradiancias, temperatura y concentracion de nutrientes.

Estudiar el contenido de pigmentos fotosintéticos en cultivos N. incerta bajo
distintas irradiancias, temperatura y concentracion de nutrientes.

Conocer el consumo de nutrientes en cultivos de N. incerta bajo distintas

irradiancias, temperatura y concentracion de nutrientes.



Capitulo IV

Materiales y métodos

IV. 1. Cultivo de Navicula incerta

La cepa de N. incerta fue proporcionada por el laboratorio de microalgas del Centro
de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE). La cepa fue
aislada por el personal del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas a partir de muestras
de agua obtenidas de la Bahia de Playitas en Ensenada, Baja California, México.

Los experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio Humedo
Central del Departamento de Acuicultura del CICESE. Se utilizd6 agua de mar para la
preparacion de los medios de cultivo, la cual provino del sistema de abastecimiento de
agua semicerrado del Laboratorio Himedo Central del Departamento de Acuicultura del
CICESE. El agua fue pasada por una serie de filtros de: arena, carbon activado, cartuchos
de un gradiente de 20, 10 y 5 um y para la eliminacion de particulas suspendidas fue
irradiada con luz ultravioleta.

Los cultivos de N. incerta fueron mantenidos de forma rutinaria en cultivos no
axénicos y estaticos (Stein, 1973) en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 100 ml de medio
“f" descrito por Guillard y Ryther (1962). Los medios de cultivo fueron esterilizados en una
autoclave a 121 °C y 1.05 kg m™ de presion durante 15 min.

Se utilizaron distintas condiciones experimentales para el mantenimiento de los
cultivos estaticos de N. incerta, descritos en la tabla I. Se mantuvieron dos temperaturas
experimentales: 20 = 1 °C y de 25 = 1 °C. La iluminacién fue continua suministrada por
medio de 8 lamparas fluorescente de luz fria (Silvana F4A0CW). La irradiancia fue medida
con un irradiometro (modelo QSL-100, sensor 4z, Biospherical Instruments), construyendo
lineas de igual irradiancia y ajustando los valores experimentales a 100 y 300 pE m™s™.

Con el proposito de conocer el efecto de la concentracion de nitrégeno disponible en el



medio de cultivo, se utilizé el medio de cultivo “f” descrito por Guillard y Ryther (1962) y

una doble concentracion de aporte de todos los nutrientes en el medio “2f” (Tabla I).

Tabla I. Condiciones experimentales utilizadas para los cultivos de N. incerta mantenidos
en sistemas estiticos con dos irradiancias, dos temperaturas y dos
concentraciones de nutrientes (con base a lo descrito por Guillard y Ryther,

1962).
VARIABLES CONDICIONES EXPERIMENTALES
Irradiancia 100 100 100 100 300 300 300 300
(MEm~s™)
Temperatura 20 20 25 25 20 20 25 25
°C)
Concentracion de “f” “2f° “f” “2f° b S iR ) i
nutrientes

IV. 2. Disgregacion de la biomasa de diatomeas
Debido a que las diatomeas bentdnicas se adhieren a los sustratos, con el propdsito

de disgregar, suspender y homogeneizar la distribucion de las células, se colocaron 10
gramos de esferas de cristal de 2 mm de didmetro en cada recipiente de cultivo, previo a
ser esterilizado. Para la obtencion de submuestras para los diversos experimentos, los
recipientes de cultivo se agitaron de forma manual con movimientos circulares por 10
segundos, durante 8 dias
IV. 3. Evaluacion de la cantidad de biomasa producida
IV. 3. 1. Conteos de la biomasa celular

Para evaluar el crecimiento de N. incerta mantenida en los cultivos experimentales se
realizaron conteos diarios del nimero de células durante 7 dias. Para los conteos se utilizd
un hematocitdometro de 0.1 mm de profundidad (marca Hausser Scientific) y las células
fueron observados al microscopio compuesto (Olimpus CX31). Con los datos del conteo de
las concentraciones celulares de cada una de las muestras se determino la tasa especifica de
crecimiento (p) utilizando la ecuacidon propuesta por Fogg y Thake (1987) y la tasa de

crecimiento acumulada (Zp) (Nieves et al., 1998).
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IV. 3. 2. Peso seco y contenido de cenizas

Se tomaron submuestras de los cultivos de cada condicion experimental y se filtrd 15
ml del cultivo. Se suspendieron los 15 ml de submuestra en filtros de fibra de vidrio (marca
Poretics GF-F de 45 mm) y se enjuagaron con una solucion de formiato de amonio al 3%
para eliminar las sales del medio. Previamente se lavaron los filtros con agua destilada y se
preincineraron en una mufla (Lindeberg Blue M, modelo 828) a una temperatura de 450 °C
por un periodo de 6 horas.

El peso seco y el contenido de cenizas de los cultivos se evaluaron siguiendo la
metodologia descrita por Sorokin (1973). Para evaluar el peso seco, los filtros se
mantuvieron en una estufa (marca Liberberg Blue M, modelo OV 560A-2) a una
temperatura de 60 °C por un periodo de 8 horas y a distintos intervalos de tiempo los filtros
se pesaron en una balanza (marca Mettler, modelo AE-240), hasta alcanzar peso constante.
Para evaluar el contenido de cenizas los filtros fueron incinerados en una mufla (Lindeberg
Blue M, modelo 828), a una temperatura de 450 °C por un periodo de 6 horas y al final de
este procedimiento se obtuvo el peso constante. El peso orgénico de las muestras se calculd
para cada caso por medio de la diferencia entre el peso seco y el peso de las cenizas.

IV. 4. Curvas fotosintesis — Irradiancia (P-I)

Las curvas P-I se realizaron al final del experimento (dia 7) y se tomaron 10 ml de
submuestra de cultivo de cada condiciéon experimental. Las muestras se colocaron en
oscuridad durante 5 minutos, con el fin que las células se mantuviesen avidas de luz y se
pudiera medir su respiracion. Para medir la produccion de oxigeno de las diatomeas se
utilizd una camara de acrilico, un electrodo de oxigeno de alta sensibilidad y un graficador
de la sefial detectada por el electrodo.

Se colocaron 7 ml de medio de cultivo en una cdmara de acrilico y se burbujeé con
nitrégeno gaseoso para obtener un 0% de oxigeno en el medio de cultivo y posteriormente
se burbuje6 con oxigeno para obtener el 100% de saturacion. La respiracion de las
diatomeas se registrd colocando la cdmara en oscuridad. La fotosintesis se midid por medio
de la evolucion de oxigeno producido con distintas irradiancias. Las muestras fueron
irradiadas utilizando como suministro de luz una ldmpara de haldégeno de 250 W

(Xenophot HLX, Osram, Munish, Germany). Las distintas irradiancias se obtuvieron
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colocando 6 filtros con malla de distinta abertura dejando pasar diferentes porcentajes de
luz. La cantidad de oxigeno producido se determind con un electrodo de oxigeno de alta
sensibilidad (YSI 5331, Yellow Spring Instruments Co., USA).

Se hizo un ajuste de los datos de la produccion de oxigeno y de la intensidad
luminosa a una regresion lineal y se obtuvo la tasa fotosintética maxima (Pp:x), €l indice de
saturacion luminica (Iy) y la eficiencia fotosintética (o) (Platt, 1981; Figueroa et al., 1997).
IV. 5. Analisis bioquimicos

Durante los dias 0, 3 y 7, para cada condicién experimental se tomaron por
triplicado, muestras para analisis de la composicion bioquimica. Del volumen cosechado,
se tom6 una submuestra de 20 ml y se concentr6é en filtros de fibra de vidrio (Poretics
GF/F). Cada filtro fue previamente lavado con agua destilada e incinerado a 470 °C por 4 h.

Todas las muestras se mantuvieron congeladas a —20 °C y se almacenaron hasta
obtener el total de las muestras en los experimentos e iniciar los analisis quimicos
respectivos.

IV.5. 1. Proteinas

La extraccion de las proteinas se hizo con hidroxido de sodio, siguiendo el método
descrito por Malara y Charra (1972a). La extraccion de proteinas fue con 0.1 N de NaOH a
100 °C por 30 minutos segin recomendaciones de Campa-Avila (2002) y Correa-Reyes
(2001). La determinacion de proteinas se realizoé con el reactivo de Folin-Ciocalteau y su
cuantificacion fue por el método de Lowry et al. (1951). Para la elaboracion de la curva de

calibracion de las proteinas, se utiliz6 como estandar suero de albiimina de bovino (98%).
IV.5. 2. Carbohidratos

La extraccion de carbohidratos se efectud con acido sulfurico siguiendo la técnica
descrita por Whyte (1987) y la determinacidon se realizdo con fenol segiin el método de
Dubois et al. (1956) y Malara y Charra (1972b). El estandar utilizado para la elaboracion de

la curva de calibracion fue una solucion de glucosa (99 %).
IV. 5. 3. Lipidos

La extraccion de lipidos se realizd6 mediante una mezcla de cloroformo-metanol-

agua, siguiendo la técnica descrita por Bligh y Dyer (1959) y modificada por Chiaverini
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(1972). La cuantificacion de lipidos se efectud por el método de Pande et al. (1963). Para la
elaboracion de la curva de calibracion se utilizd6 como solucion estandar tripalmitina (99

%).
IV. 5. 4. Acidos grasos

Para conocer la composicion de acidos grasos se utilizaron 20 ml de submuestra de
cada tratamiento. Para cada submuestra se realizd una extraccion de lipidos siguiendo el
método de Bligh y Dyer (1959) utilizando una mezcla de metanol, cloroformo y agua
(1:1:0.9), las alicuotas de los lipidos extraidos fueron puestas a reflujo por tres minutos en
una solucion en metanol de 0.5 M KOH. La metilacion fue lograda por reflujo por tres
minutos en una solucion de triofluoruro de boro 14% en metanol (BF3-MeOH), segtn lo
sugerido por Durazo-Beltran (2003) y Metcalfe et al. (1966). Los ésteres metilicos de los
acidos grasos fueron analizados en un cromatografo de gases acoplado a espectrometro de
masas con cuadrupolo simple (VARIAN CP-3800-1200), con una columna capilar
(Omegawax 250) (30 m - 0.32 mm, 0.25 um grosor de la pelicula, Supelco), detector de
ionizacion de flama (260 °C) e hidrogeno como gas de acarreo. La temperatura inicial del
horno fue de 140 °C y se mantuvo por 5 minutos. Posteriormente, se incrementd a una tasa
de 4 °C por minuto hasta alcanzar los 250 °C. La identificacion de los 4cidos grasos se
efectud por comparacion con los tiempos de retencion relativos de estdndares (ésteres
metilicos de aceites de fuente marina PUFA-1, PUFA-3, Supelco). Para la cuantificacion
de acidos grasos se realiz6 mediante el uso del 4cido nonadecanoico (19:0) como estandar
interno.

IV. 5. 5. Clorofila a

Para calcular el contenido de pigmentos se utilizd acetona al 90% y se siguid el
procedimiento descrito por Parsons et al. (1984), siguiendo las técnicas espectofotométricas

descritas para un Hach modelo DR/4000 UV-VIS.

IV. 6. Nutrientes
Los dias 0, 3 y 7, se evaluaron los nitratos, los nitritos y los ortofosfatos, siguiendo

las técnicas espectofotométricas descritas para un Hach modelo DR/4000 UV-VIS. Los
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nitratos se evaluaron por el método de reduccion de cadmio, los nitritos por el medio de
diazotizacion y los ortofostafos con el método de acido ascoérbico (Hach, 1997).
IV. 7. Analisis estadistico de los datos

Para evaluar las posibles diferencias entre los tratamientos experimentales de conteos
celulares, la tasa de crecimiento (p), la tasa de crecimiento acumulada (3 p), el peso seco
total y cenizas, la fotosintesis, la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos
y perfiles de acidos grasos) y la concentracion de pigmentos se realizd para cada caso un
Analisis factorial (ANOVA) (Sokal y Rohlf, 1979), con un nivel de significancia de P
<0.05, los datos debieron cumplir con los postulados de homogeneidad de varianzas,
homoscedasticidad, normalidad e independencia.

En los casos en que se detectaron diferencias significativas se utilizé una prueba
estadistica a posteriori de Tukey HSD. Para evaluar las diferencias entre los valores de
acidos grasos obtenidos en los distintos tratamientos, se utilizd6 una prueba t de Student,
con un nivel de significancia de P <0.05. En el caso de datos obtenidos que no cumplieron
las condiciones de normalidad y homocedasticidad, se utilizaron pruebas estadisticas no
paramétricas.

Para el andlisis de los datos se utiliz6 el programa STATISTICA® version 6.1
(Statsoft, Inc. 2002).
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Capitulo V

Resultados

V. 1. Evaluacion de la cantidad de biomasa producida

Las curvas de crecimiento obtenidas en las distintas condiciones experimentales
mostraron que N. incerta tuvo una fase de crecimiento exponencial desde el primer dia de
cultivo. La fase exponencial durd hasta el cuarto dia y después se inicidé la fase de
crecimiento estacionario, caracterizada por la reduccion significativa de la division celular.
En ninguno de los tratamientos con N. incerta hubo una fase de decaimiento durante el

periodo experimental (Fig. 1).
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Figura 1. Valores promedio del nimero de células de cultivos de N. incerta mantenidos en
dos distintas irradiancias, (A:100 pE m?s" y B:300 uE m™s™), dos temperaturas
(20 y 25 °C) y dos concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Donde: % “f”
20 °C,—— “f7 25 °C, & “2f720°Cy --# -~ 7217 25 °C. Las barras indican +
1 desviacion estandar.
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En la tabla Il se muestra un resumen de los valores promedio de la densidad celular
inicial y final, la tasa de crecimiento en la fase exponencial (n) y la tasa de crecimiento
acumulada () ) obtenidas en las distintas condiciones de cultivo. Todos los tratamientos
se iniciaron con una densidad celular similar, la cual en promedio fue 7.9 x 10* células
ml™ con una desviacion estandar de 4.8 x 10° células ml™.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de la densidad celular
inicial (DI) por efecto del factor irradiancia (F = 2.38; P = 0.676), temperatura (F = 0.55;
P = 0.730) y de la concentracion de nutrientes (F = 3.78; P = 0.607). Tampoco se
encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<
0.050) (Ver Anexo 1).

En los valores de la densidad celular final (DF) existieron diferencias significativas
(Ver Anexo 2) por efecto del factor irradiancia (F = 9.97; P = 0.015) (Ver Anexo 2.a),
temperatura (F = 18.93; P < 0.050) (Ver Anexo 2.b.) y concentracion de nutrientes (F =
3.94; P = 0.001) (Ver Anexo 2.c.). No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de interaccion de los factores (P < 0.050).

En los valores de la tasa de crecimiento en la fase exponencial (i) no se encontraron
diferencias significativas por efecto del factor irradiancia (F = 3.82; P = 0.309),
temperatura (F = 1.93; P = 0.357) y de la concentraciéon de nutrientes (F = 2.13; P =
0.437). No hay diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores (P <
0.050) (Ver Anexo 3).

No se encontraron diferencias significativas en los valores de la tasa de crecimiento
acumulada (), causados por el efecto del factor irradiancia (F = 1.51; P = 0.249), la
temperatura (F = 3.54; P = 0.371) y de la concentracion de nutrientes (F = 7.37; P = 0.807).
No hay diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores (P < 0.050)

(Ver Anexo 4).
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Tabla II. Valores promedio de la densidad celular inicial (DI) y final (DF) (x 10° células
ml™), la tasa de crecimiento (p) y la tasa de crecimiento acumulada (3 u) en 8
dias de cultivo de N. incerta en distintas condiciones experimentales. Los valores
entre paréntesis indican + 1 desviacion estandar.

Irradiancia Temperatura Concentracion DI DF p 2 u
(nE m?2s™ O] de nutrientes

100 20 “f” 7.83 86.28 1.07 3.47
(0.15) (1.54) (0.08) (0.25)

“2f? 8.16 84.38 1.29 3.37
(0.64) (1.55) (0.04) (0.13)

25 “f” 7.58 93.96 1.32 3.63
(0.88) (1.50) (0.55) (0.04)

“2f? 7.54 91.64 1.15 3.60
(0.19) (1.08) (0.03) (0.02)

300 20 “f” 8.49 95.54 1.31 3.49
(0.68) (2.32) (0.07)  (0.15)

“2f? 8.86 94.52 1.12 341
(0.32) (1.64) (0.01) (0.04)

25 “f” 7.75 96.73 1.35 3.64
(0.21) (1.12)  (0.06)  (0.02)

“2f? 7.58 99.44 1.25 3.73

(0.32)  (0.04) (0.06) (0.26)

Debido a las diversas interacciones que existen entre los factores de la irradiancia,
temperatura y del medio de cultivo utilizados en los ensayos de N. incerta, para los valores
promedio del niimero de la densidad celular (DC) (x 10° células ml™), la tasa de
crecimiento (u) y la tasa de crecimiento acumulada (3 u) no se hicieron los analisis a
posteriori estadisticos para cada factor (Tablas IIT a VI).

Durante el cultivo, se observo un incremento similar en la densidad celular en los
cultivos expuestos a distintas condiciones de irradiancia, gradientes de temperatura y la
concentracion de nutrientes. La diferencia en la densidad celular entre los tratamientos se
detectd después del cuarto dia, e independientemente de la concentracién de nutrientes el

crecimiento de N. incerta fue mayor en los cultivos con 300 uE m™s™ y 25 °C.



Tabla III. Valores promedio de la densidad celular (DC) (x 10° células ml™"), la tasa de crecimiento (n) y la tasa de crecimiento
acumulada (Xu) de N. incerta cultivada en baja irradiancia (100 uE m™ s™), baja temperatura (20 °C) y en dos

concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Los valores entre paréntesis indican + 1 desviacion estandar.

Medio de cultivo

“p “2p”

Dias DC m T DC m hT]

0  7.83 (0.15) 8.16 (0.64)
1 1987(1.18)  1.35(028)  0.41 (0.08) 14.41 (0.68)  0.82(0.11)  0.41(0.08)
2 4130(0.72)  1.06(0.11)  2.41(0.20) 48.83 (139)  1.76(0.10)  2.58 (0.09)
3 72.17(220)  0.80(0.06)  3.21(0.25) 65.92(2.33)  043(0.07)  3.02(0.16)
4 8228(1.48) 0.19(0.06)  3.40(0.20) 78.45(422)  025(0.03)  3.27(0.19)
5 8310(1.27)  0.01(0.01)  3.42(0.20) 81.43 (1.15)  0.06(0.07)  3.32(0.13)
6  86.09(1.56) 0.05(0.05)  3.47(0.25) 84.15(1.62)  0.05(0.01) 3.37 (0.13)
7 86.15 (1.52) 0.00 (0.00) 3.47 (0.25) 84.30 (1.56) 0.00 (0.00) 3.37(0.13)
8  86.28(1.54) 0.00(0.00)  3.47(0.25) 8438 (1.25)  0.00 (0.00) 3.37 (0.13




Tabla IV. Valores promedio de la densidad celular (DC) (x 10* células ml™), la tasa de crecimiento (n) y la tasa de crecimiento
acumulada (Xu) de N. incerta cultivada en baja irradiancia (100 uE m™ s), alta temperatura (25 °C) y en dos

concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Los valores entre paréntesis indican + 1 desviacion estandar.

Medio de cultivo

“p “2p”

Dias DC u 2 u DC u 2u

0 7.58 (0.88) 7.54 (0.19)
1 23.62 (2.50) 1.63 (0.11) 0.41 (0.08) 15.50 (1.40) 1.04 (0.14) 0.41 (0.08)
2 4736(230)  1.01(022)  2.64(0.11) 35.04(644)  1.16(0.41)  2.20(0.28)
3 62.79(2.46)  041(0.10)  3.05(0.02) 67.62 (4.05)  0.96(027)  3.16(0.12)
4 8450(275) 043(0.01)  3.48(0.03) 84.75(5.74) 033 (0.18)  3.49(0.08)
5 9153(237)  0.12(0.01)  3.59(0.03) 87.19 (4.58)  0.04(0.03)  3.53(0.06)
6 93.40 (1.41) 0.03 (0.02) 3.62 (0.04) 91.24 (1.43) 0.07 (0.06) 3.60 (0.02)
7 93.82(139) 0.01(0.01)  3.63 (0.04) 91.57(133)  0.01(0.00)  3.60(0.02)
8 93.96(1.50)  0.00(0.00)  3.63(0.04) 91.64(1.08)  0.00(0.00)  3.60(0.02)




Tabla V. Valores promedio de la densidad celular (DC) (x 10° células ml™), la tasa de crecimiento (n) y la tasa de crecimiento
acumulada (Yu) de N. incerta cultivada en alta irradiancia (300 pE m™ s™), baja temperatura (20 °C) y en dos

concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Los valores entre paréntesis indican = 1 desviacion estandar.

Medio de cultivo

“p “2p”

Dias DC m T DC m hT]

0 849 (0.68) 8.86 (0.32)
1 2041(1.33)  127(0.02)  0.41(0.08) 18.75(0.02)  1.08(0.05)  0.41(0.08)
2 5208(1.37)  1.35(0.12)  2.62(0.14) 4119 (4.68)  1.15(0.17) 224 (0.21)
3 73.58(2.08)  0.50(0.07)  3.12(0.13) 74.50 (0.57)  0.84(0.17)  3.07 (0.05)
4 89.66(0.01) 0.29(0.05)  3.40(0.14) 86.58 (4.26)  022(0.07)  3.29 (0.04)
5 9373(2.54)  0.06(0.01)  3.47(0.16) 92.05(2.12)  0.09(0.06)  3.38 (0.07)
6  94.88(2.18) 0.02(0.01)  3.48(0.15) 93.47 (1.35)  0.02 (0.02) 3.40 (0.04)
7 95.49(2.33)  0.01(0.01)  3.49(0.15) 94.49 (1.64)  0.02(0.01)  3.41(0.04)
8  9554(2.32)  0.00(0.00)  3.49 (0.15) 94.52 (1.64)  0.00 (0.00) 3.41 (0.04)




Tabla VI. Valores promedio de la densidad celular (DC) (x 10° células ml™), la tasa de crecimiento (n) y la tasa de crecimiento
acumulada (3’u) de N. incerta cultivada en alta irradiancia (300 pE m? s7), alta temperatura (25 °C) y en dos

concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Los valores entre paréntesis indican = 1 desviacion estandar.

Medio de cultivo

“p “2p”

Dias DC m T DC m hT]
0 7.75(021) 7.58 (0.32)
1 29.24 (2.83) 1.91 (0.12) 0.41 (0.08) 20.66 (0.14) 1.46 (0.26) 0.41 (0.08)
2 5020(3.02) 0.78(0.19)  2.69 (0.13) 5079 (1.38)  1.30(0.03)  2.76 (0.27)
3 74.96(2.04)  0.58(0.08)  3.27 (0.06) 78.04 (3.04)  0.62(0.08)  3.38 (0.20)
4 89.96(1.97) 021(0.04)  3.49(0.07) 93.29 (3.58) 026 (0.11)  3.36 (0.31)
5 93.73(2.54)  0.12(0.04)  3.61 (0.04) 97.37(0.49)  0.06 (0.05)  3.70 (0.25)
6  9592(0.87) 0.02(0.01)  3.63(0.03) 97.45(0.47) 0.0 (0.01) 3.70 (0.24)
7 96.69(1.16)  0.01(0.01)  3.64(0.02) 97.93 (0.00)  0.00 (0.01)  3.71 (0.25)
8  96.73(1.12)  0.00(0.00)  3.64(0.02) 99.44 (0.04)  0.02 (0.01) 3.73 (0.26)
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V. 1.1 Peso seco y contenido de cenizas

En la tabla VII se muestran los resultados de la biomasa final representados por los
valores promedio del peso seco total (PST) y del peso seco organico (PSO), ambos en pg
ml” en las distintas condiciones de cultivo. Se aplicaron tres estadisticos para analizar los
datos de forma individual y conjunta; el primero es solo del dia 4 del muestreo, el siguiente
es del dia 7, y el tltimo analiz6 el dia 4 y 7 de muestreo en forma conjunta.

No hay diferencias significativas en el peso seco total por efecto del factor irradiancia
(F=1.37; P=0.249), temperatura (F = 0.81; P = 0.374) y de la concentracién de nutrientes
(F = 0.28; P = 0.601). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de
interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 5).

Se observo que los mayores valores de peso seco total de N. incerta fueron para el
cuarto dia (129.50 pg ml™), en los cultivos mantenidos a 300 pE m™s”, 20 °C y medio
“2f” y para el séptimo dia (142.9 pg ml™) en los cultivos expuestos con 300 pE m?s™, 25
°C y medio “2f”.

No se encontraron diferencias significativas en el peso seco orgéanico por efecto del
factor irradiancia (F = 0.49; P = 0.827), temperatura (F = 0.68; P = 0.417) y de la
concentracion de nutrientes (F = 0.38; P = 0.544) (Ver Anexo 6). Sin embargo, existieron
diferencias significativas por efecto del tiempo de cultivo (F = 56.63; P < 0.050) (Ver
Anexo 6.a.). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de
estos factores (P < 0.050)

Los mayores valores de peso seco total de N. incerta se detectaron en el cuarto dia
de cultivo (51.57 ug ml™") en los cultivos mantenidos con 300 uE m™s™, 25 °C y medio
“f” y para el séptimo dia (69.40 pg ml") en los cultivos mantenidos con 300 pE m™s™, 25

°C y medio “2f”.
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Tabla VII. Valores promedio del peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO) de
cultivos de N. incerta mantenidos en distintas condiciones experimentales. Los
valores entre paréntesis indican £ 1 desviacion estandar.

Irradiancia Temperatura Medio de Tiempo PST PSO
(nE m?s™) (° C) cultivo  (dias) (pg ml™) (pg ml™)
100 20 “” 4 79.55 (0.001) 44.46 (4.23)
7 105.10 (0.001) 59.04 (5.29)
“2f” 4 90.06 (0.001) 46.28 (0.00)
7 116.22 (0.001) 60.07 (3.17)
25 “f? 4 99.97 (0.001) 42.02 (6.26)
7 100.05 (0.002) 60.07 (3.16)
“2f” 4 104.02 (0.001) 37.50(14.29)
7 116.55 (0.001) 68.65 (1.69)
300 20 “f” 4 92.75 (0.001) 46.28 (0.00)
7 115.05 (0.002) 58.93 (2.46)
“2f” 4 129.50 (0.001) 48.37 (16.83)
7 133.40 (0.001) 63.74 (20.21)
25 “” 4 100.52 (0.002) 51.47 (4.44)
7 125.45 (0.003) 68.65 (0.63)
“2f” 4 123.45 (0.001) 43.46 (5.12)
7 142.9 (0.001) 69.40 (3.22)
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V. 2. Curvas fotosintesis — Irradiancia (P-I)

La tabla VIII muestra los valores promedio de la tasa maxima fotosintética (Pmsx), la
eficiencia fotosintética (a), el indice de saturacion luminica (Ik) y el valor de correlacion
().

En el analisis estadistico de la tasa maxima fotosintética (P:x) no hubo diferencias
significativas por efecto de la concentracion de nutrientes (F = 0.27; P = 0.667) (Ver Anexo
7). Sin embargo, hay diferencias significativas por efecto del factor irradiancia (F =17.24; P
= 0.048) (Ver Anexo 7.a.) y temperatura (F = 9.29; P = 0.001) (Ver Anexo 7.b.). No se
encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores (P <
0.050).

Se observd que los mayores valores de la tasa maxima fotosintética (Pmsx) de N.
incerta fueron (10.45 pg clorofila a 1" h™ x 10%) en los cultivos mantenidos a 100 pE m™
s, 25 °C y medio “2f”.

En la eficiencia fotosintética (o) no se detectaron diferencias significativas por
efecto de la concentracion de nutrientes (F = 0.79; P = 0.781) (Ver Anexo 8). Sin embargo,
existieron diferencias significativas por efecto del factor irradiancia (F = 25.57; P = 0.031)
(Ver Anexo 8.a.) y temperatura (F = 10.80; P = 0.001) (Ver Anexo 8.b.). Para los niveles
de interaccion de los factores las diferencias fueron significativas en el efecto conjunto de
la irradiancia y de la concentracion de nutrientes (F = 7.32; P = 0.003) (Ver Anexo 8.c.).
Mientras que en las interacciones no existieron diferencias significativas (P < 0.050) (Ver
Anexo 8).

De forma analoga a lo descrito para la tasa maxima fotosintética (Pnsy), los mayores
valores de la eficiencia fotosintética (o) de N. incerta fueron (4.49 fmol 0, x 10™'® células™
h™") al mantener los cultivos con 100 pE m™s™, 25 °C y medio “2f”.

En el indice de saturacion luminica (Ik) no hubo diferencias significativas por efecto
de los factores de la temperatura (F = 0.67; P = 0.960) y por la concentracion de nutrientes
(F=0.79; P =0.875) (Ver Anexo 9). Sin embargo, existieron diferencias significativas por
efecto del factor de la irradiancia (F = 3.15; P = 0.141) (Ver Anexo 9.a.). Para los niveles

de interaccion de los factores no existieron diferencias significativas (P < 0.050).
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Se observo que los mayores valores del indice de saturacion luminica (Ik) de N.
incerta fueron (120.23 uE m™s™) en los cultivos mantenidos con 300 uE m?s™, 25°Cy

medio “2f.



Tabla VIII. Valores promedio de la fotosintesis maxima por clorofila a (P i), eficiencia fotosintética (o), indice de saturacion
luminica (Ix) y coeficiente de correlacion (%) de las curvas P-I para cultivos de N. incerta mantenidos en distintas
condiciones experimentales. Los valores entre paréntesis indican + 1 desviacion estandar.

Irradiancia Temperatura Concentracién Prmax o Ik r
(nE m?s™) °O) de nutrientes (ng clorofilaa.  (fmol 0, x 107" (pE m?s™)
I"h'x 1079 células™ h™)
100 20 “f” 9.18 (0.81) 4.26 (0.77) 63.88 (0.45) 0.94 (0.05)
“2f” 8.70 (0.47) 4.24 (0.57) 65.11 (0.13) 0.97 (0.01)
25 “f” 9.32 (0.32) 4.35 (1.73) 65.66 (0.15) 0.94 (0.05)
“2f” 10.45 (0.21) 4.49 (0.15) 67.88 (0.21) 0.98 (0.02)
300 20 “f” 4.46 (0.01) 3.26 (0.15) 113.23 (0.25) 0.97 (0.01)
“2f” 435 (0.37) 3.27 (0.77) 119.43 (0.23) 0.95 (0.03)
25 “f” 4.01 (0.35) 3.33 (0.15) 119.67 (0.29) 0.93 (0.00)
“2f” 4.23 (0.12) 3.40 (0.00) 120.23 (0.05) 0.89 (0.05)
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V. 3. Analisis bioquimicos

El contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos de N. incerta cultivada en
distintas condiciones se muestra en la tabla [X.

V. 3. 1. Proteinas

La irradiancia no afect6 significativamente en los porcentajes de proteinas por
efecto del factor irradiancia (F = 1.82; P =0.186) y temperatura (F =0.99; P =0.326) (Ver
Anexo 10). Sin embargo, existieron diferencias significativas por efecto de la concentracion
de nutrientes (F = 5.12; P = 0.031) (Ver Anexo 10.a.) y el tiempo de cultivo (F = 10.80; P =
0.003) (Ver Anexo 10.b.). Para los niveles de interaccion entre los factores no fueron
estadisticamente diferente (P < 0.050).

Los mayores porcentajes en el contenido de proteinas de N. incerta fueron para el
cuarto dia (37.48%) y séptimo dia (31.41%) en los cultivos mantenidos con 300 uE m™s™,
25 °C y medio “2f” (Tabla XI).

V. 3. 2. Carbohidratos

La irradiancia (F = 0.99; P = 0.329), la temperatura (F = 0.10; P = 0.754) y la
concentracion de nutrientes (F = 0.71; P = 0.408) no afectaron significativamente los
porcentajes de carbohidratos (Ver Anexo 11). Sin embargo, existieron diferencias
significativas por efecto del tiempo de cultivo (F=31.58; P < 0.050) (Ver Anexo 11.a.).
Para los niveles de interaccion de los factores no hubo diferencias significativas en los (P <
0.050).

Los mayores porcentajes en el contenido de carbohidratos de N. incerta fueron para
el cuarto dia (15.45%) y séptimo dia (12.32%) en los cultivos mantenidos con 300 pE m™s’
! 25°C y medio “f’ (Tabla XI).

V. 3. 3. Lipidos

La temperatura no afect6 significativamente los porcentajes de lipidos (F = 0.25; P
= 0.620) y la concentracion de nutrientes (F = 3.58; P = 0.068) (Ver Anexo 12). Sin
embargo, existieron diferencias significativas por efecto del factor de la irradiancia (F =
6.94; P = 0.013) (Ver Anexo 12.a.) y el tiempo de cultivo (F = 20.39; P < 0.050) (Ver
Anexo 12.b.). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de

los factores (P < 0.050).
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Los mayores porcentajes en el contenido de lipidos de N. incerta fueron para el
cuarto dia (13.45%) y séptimo dia (16.05%) en los cultivos mantenidos con 300 uE m™s™,
25 °C y medio “f” (Tabla XI).

V. 3. 4. Cenizas

La irradiancia (F = 0.90; P = 0.350), la temperatura (F = 0.04; P = 0.838) y la
concentracion de nutrientes (F = 1.78; P = 0.192) no afectaron significativamente los
porcentajes de cenizas (Ver Anexo 13). Sin embargo, existieron diferencias significativas
por efecto del tiempo de cultivo (F = 31.05; P = 0.000) (Ver Anexo 13.a.). Entre los niveles
de interaccion de los factores se encontraron diferencias significativas en el efecto conjunto
de la concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 4.70; P = 0.038) (Ver Anexo
13.b.) y entre la irradiancia, la temperatura y la concentracion de nutrientes (F = 6.97; P =
0.013) (Ver Anexo 13.c.). Para los demas interacciones no se encontraron diferencias
significativas (P < 0.050).

Los mayores porcentajes en el contenido de cenizas de N. incerta fueron para el
cuarto dia (48.33%) y séptimo dia (37.73%) en los cultivos mantenidos con 300 pE m™?s™,
20 °C y medio “f” (Tabla XI).



Tabla IX. Valores promedio de la composicion bioquimica en el peso seco organico de los cultivos de N. incerta mantenidos en
distintas condiciones experimentales. Los valores entre paréntesis indican + 1 desviacion estdndar.

Irradiancia Temperatura Concentracion Tiempo Proteinas Carbohidratos Lipidos Cenizas Total
(nE m?s™) (°C) de nutrientes  (dias)
100 20 “f? 4 31.10(1.14) 13.56 (0.49) 10.79(0.24) 40.57 (8.25) 96.02 (2.52)
7 29.59 (2.58) 12.20(1.09) 13.39(1.85) 35.37(1.38) 90.55 (1.73)
“2f° 4 31.90(3.03) 13.88(1.31) 11.62(0.64) 43.38(2.37) 100.77 (1.84)
7 29.07 (2.05) 11.99(0.50) 14.39(1.17) 40.13(6.42) 95.57 (2.54)
25 “f? 4 32.24(1.21) 14.48 (0.64) 10.85(0.84) 47.63 (0.88) 105.19 (0.89)
7 28.08 (0.22) 11.73(0.24) 12.98 (0.93) 39.79 (0.25) 92.59 (0.41)
“2f” 4 34.80(9.52) 13.77(4.00) 11.88(3.29) 40.51 (0.97) 100.95 (4.45)
7 30.19(5.53) 9.78 (1.74) 13.00(2.37) 36.35(2.17) 89.33 (2.95)
300 20 “f” 4 29.66 (2.61) 12.79(1.13) 10.84 (1.40) 48.33(1.26) 101.62 (1.60)
7 29.63 (1.77) 12.11(0.52) 14.21(0.09) 37.73 (0.83) 93.68 (0.80)
“2f? 4 36.18 (6.03) 15.05(2.87) 13.00(2.27) 42.89 (2.65) 107.11 (3.46)
7 31.35(0.28) 11.01 (0.11) 15.38 (1.44) 38.22(3.84) 95.96 (1.42)
25 “f? 4 33.40 (4.64) 15.45(1.98) 12.44(1.46) 44.89 (1.19) 106.17 (2.32)
7 29.39(0.59) 12.32(0.37) 15.00(0.49) 38.33 (0.56) 95.04 (0.50)
“2f° 4 37.48 (1.68) 14.16 (0.93) 13.45(4.53) 40.99 (0.98) 106.08 (2.03)
7 31.41(1.73) 12.02 (0.62) 16.05(1.37) 39.76 (5.73) 99.24 (2.37)
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V. 3.5. Acidos grasos

En la tabla X a XIII se muestran los resultados de los 4cidos grasos en pg mg" de
biomasa organica y en porcentajes, para las diferentes irradiancias (100 y 300 pE m™s™),
las dos temperaturas (20 y 25 °C) y las dos concentraciones de nutrientes (“f’y “2f”).

Entre los acidos grasos saturados (SFA) se encontraron el 15:0, 16:0, 18 y 20:0.
Para los 4cidos grasos monoinsaturados (MUFA) se detectaron el 16:1, 18:1n-9 y 22:1n-9.
En los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se encontraron el 18:2n-6 trans, 18:2n-6 cis,
18:3n-3, 20:2n-6, 20:4n-6 y 20:5n-3.

En los cultivos de N. incerta, los acidos grasos con las concentraciones mayores (en
% del total de acidos grasos) fueron los MUFA’s y PUFA’s. Los MUFA's se evaluaron
con porcentajes de 36.45% hasta el 45.63%, y los PUFA’s con porcentajes de 30.38%
hasta el 42.63%. Mientras que los SFA se midieron en porcentajes de 15.64% hasta
23.78% del total de los acidos grasos y las concentraciones en las muestras se evaluaron en
promedio de 5.40 pg mg™ + 0.38 (Tabla XI).

La irradiancia (F = 2.47; P = 0.245), la temperatura (F = 1.81; P = 0.332) y la
concentracion de nutrientes (F = 0.64; P = 0.312) no afectaron significativamente el
contenido del 4cido graso 15:0. No se encontraron diferencias significativas en los niveles
de interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 14).

Se observo que los mayores valores de 15:0 en los cultivos de N. incerta fueron
0.33% en los cultivos mantenidos con 300 pE m?s™', 20 °C y medio “2f”.

No hubo diferencias significativas en el contenido del acido graso 16:0 por efecto del
factor irradiancia (F = 1.12 P = 0.062), temperatura (F = 3.42; P = 0.120) y la
concentracion de nutrientes (F = 0.34; P = 0.079). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<<0.050) (Ver Anexo 15).

Se observd que los mayores porcentajes de 16:0 en los cultivos de N. incerta fueron
22.68% en los cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 25 °C y medio “f”.

La irradiancia (F = 2.17; P = 0.024), la temperatura (F = 0.91; P = 0.212) y la
concentracion de nutrientes (F = 1.14; P = 0.084) no afectaron significativamente en el
acido graso 18:0. No existieron diferencias significativas en los niveles de interaccion de

los factores (P<0.050) (Ver Anexo 16).
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Se observd que los mayores valores del contenido del 18:0 en los cultivos de N.
incerta fueron 1.75% en los cultivos mantenidos con 300 uE m™s™, 20 °C y medio “2f”.

No hubo diferencias significativas en el contenido del acido graso 20:0 por efecto del
factor irradiancia (F = 1.56; P = 0.221), temperatura (F = 4.64; P = 0.090) y la
concentracion de nutrientes (F = 3.93; P = 0.071). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 17).

Los mayores valores de 20:0 en los cultivos de N. incerta fueron 0.33% en los
cultivos mantenidos con 300 pE m™s™, 20 °C y medio “2f”.

Estadisticamente no existieron diferencias significativas en el contenido del acido
graso 16:1 por efecto irradiancia (F = 2.54; P = 0.121), temperatura (F = 8.35; P = 0.056) y
la concentracion de nutrientes (F = 9.20; P = 0.099). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 18).

Los mayores valores de 16:1 en los cultivos de N. incerta fueron 43.46% en los
cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 25°C y medio “f”.

La irradiancia (F = 1.24; P = 0.081), la temperatura (F = 2.32; P = 0.053) y la
concentracion de nutrientes (F = 7.25; P = 0.124), no afectaron en los valores del acido
graso 18:1n-9. No hubo diferencias significativas en los niveles de interaccion de los
factores (P<0.050) (Ver Anexo 19).

Los mayores valores de 18:1n-9 en los cultivos de N. incerta fueron 1.82% en los

cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 20 °C y medio “f”.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido del acido graso 22:1n-9
por efecto del factor irradiancia (F = 9.28; P = 0.325), temperatura (F = 6.24; P = 0.324) y
la concentracion de nutrientes (F = 3.01; P = 0.245). No se encontraron diferencias

significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<<0.050) (Ver Anexo 20).

Los mayores valores de 22:1n-9 en los cultivos de N. incerta fueron 3.24% en los

cultivos mantenidos con 300 pE m™s™, 20 °C y medio “f”.

Los factores irradiancia (F = 6.28; P = 0.349), temperatura (F = 6.24; P =0.076) y la
concentracion de nutrientes (F = 3.01; P = 0.185) no afectaron estadisticamente a los
valores de 4cido graso 18:2n-6 trans. No se encontraron diferencias significativas en los

niveles de interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 21).



32

Los mayores valores de 18:2n-6 trans en los cultivos de N. incerta fueron 1.35% en

los cultivos mantenidos con 100 pE m?s”, 20 °C y medio “f”.

No existieron diferencias significativas en el contenido del acido graso 18:2n-6 cis

por efecto del factor irradiancia (F = 1.24; P = 0.098), temperatura (F = 6.04; P = 0.376) y

la concentracion de nutrientes (F = 8.24; P = 0.421). No se encontraron diferencias
significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 22).

Los mayores valores de 18:2n-6 cis en los cultivos de N. incerta fueron 0.05% en

los cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 25 °C y medio “f”.

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas en el contenido del
acido graso 18:3n-3 por efecto del factor irradiancia (F = 7.24; P = 0.127), temperatura (F
= 8.14; P = 0.671) y la concentraciéon de nutrientes (F = 1.12; P = 0.097). No se
encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores
(P<0.050) (Ver Anexo 23).

Los mayores valores de 18:3n-3 en los cultivos de N. incerta fueron 0.54% en los

cultivos mantenidos con 300 uE m™?s™, 20 °C y medio “f”.

La irradiancia no afecto significativamente en el contenido del acido graso 18:3n-6 (F
=2.23; P =0.124), la temperatura (F = 8.29; P = 0.087) y la concentracion de nutrientes (F
= 7.31; P = 0.324). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de
interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 24).

Se observo que los mayores valores de 18:3n-6 en los cultivos de N. incerta fueron

0.41% en los cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 20 °C y medio “f”.

No hubo encontraron diferencias significativas en el contenido del acido graso 20:2n-

6 por efecto del factor irradiancia (F = 1.27; P = 0.061), temperatura (F = 8.14; P = 0.627)

y la concentracion de nutrientes (F = 3.27; P = 0.197). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los niveles de interaccion de los factores (P<<0.050) (Ver Anexo 25).

Los mayores valores de 20:2n-6 en los cultivos de N. incerta fueron 0.33% en los

cultivos mantenidos con 300 puE m™?s™, 20 °C y medio “f”.

La irradiancia (F = 2.37; P = 0.457), la temperatura (F = 10.27; P = 0.217), la

concentracion de nutrientes (F = 9.04; P = 0.087) no afectaron significativamente en el
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contenido del acido graso 20:4n-6. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de interaccion de los factores (P<0.050) (Ver Anexo 26).
Los mayores contenidos de 20:5n-3 en los cultivos de N. incerta fueron 0.71% en

los cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 20 °C y medio “f”.

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas en el contenido del
acido graso 20:3n-3 por efecto del factor irradiancia (F = 12.24; P = 0.771), temperatura (F
= 1.47; P = 0.801) y la concentraciéon de nutrientes (F = 6.23; P = 0.697). No se
encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores
(P<0.050) (Ver Anexo 27).

Los mayores valores de 20:5n-3 los cultivos de N. incerta fueron 39.41 % en los

cultivos mantenidos con 100 pE m™s™, 25 °C y medio “2f”.



Tabla X. Valores promedio de acidos grasos de N. incerta cultivada a dos irradiancias (100 y 300 pE m™s™), dos temperaturas (20 y
25 °C) y dos concentraciones de nutrientes (“f”y “2f”). Expresado en png de acidos grasos por mg de peso seco organico. Los
valores entre paréntesis indican £ 1 desviacion estandar.

TRATAMIENTOS
Acidos Grasos 100 20 f 100202f 10025f 100252f 30020f 300202f 30025f 300252f
SFA
15:00 0.03 (0.01)  0.02(0.00) 0.03(0.01) 0.03(0.00) 0.02(0.00) 0.02(0.00) 0.03(0.00) 0.02(0.00)
16:00 2.16(0.39)  1.90(0.02) 273 (l.64) 255(0.12) 1.66(0.10) 0.57(0.45) 1.95(0.58) 1.19(0.05)
18:00 0.10(0.11)  0.09(0.00)  0.11(0.06) 0.13(0.00) 0.08(0.00) 0.07 (0.02) 0.19(0.12)  0.07 (0.00)
20:00 0.02(0.01)  0.02(0.00) 0.03(0.00) 0.03(0.00) 0.02(0.00) 0.01(0.01) 0.02(0.00) nd
MUFA
16:1 3.40(0.76)  338(0.06) 529(3.23) 4.88(030) 2.94(027) 153(0.39) 4.17(038) 2.54(0.01)
18:1n-9 0.19(0.05)  0.07(0.00)  0.06 (0.04) 0.07(0.00) 0.10(0.00) 0.07 (0.02) 0.11(0.07)  0.06 (0.00)
22:1n-9 030 (0.05)  0.19(0.03)  0.19(0.11)  0.23(0.02) 0.32(0.01) 0.13(0.02) 0.25(0.03) 0.14(0.01)
PUFA
18:2n-6 trans 0.14 (0.04)  0.09(0.00)  0.07 (0.04) 0.08(0.01) 0.09(0.00) 0.06 (0.01) 0.12(0.02)  0.05(0.00)
18:2n-6 cis nd nd 0.01 (0.00)  0.01 (0.00) nd nd 0.01 (0.02) nd
18:3n-3 0.05(0.01)  0.03(0.00)  0.02(0.00) 0.03(0.00) 0.03(0.00) 0.02(0.00) 0.04(0.00) 0.02(0.00)
18:3n-6 0.05(0.03)  0.02(0.00)  0.02(0.01) 0.02(0.00) 0.02(0.00) 0.00(0.00) 0.02(0.01) 0.02(0.00)
20:2n-6 0.03 (0.01) nd nd nd nd 0.01 (0.01)  0.04 (0.00) nd
20:4n-6 (AA)

0.08(0.01)  0.04(0.00)  0.04(0.01) 0.04(0.00) 0.03(0.00) 0.00(0.00) 0.04(0.00) 0.07 (0.01)
20:5n-3 (EPA)  417(0.88)  2.94(0.05 3.52(2.28) 3.71(0.15) 3.56(0.22) 1.66(0.33) 3.68(0.36) 2.17(0.11)

nd: dato no detectado



entre paréntesis indican + 1 desviacion estandar.

Tabla XI. Valores promedio de 4cidos grasos de N. incerta cultivada a dos irradiancias (100 y 300 pE m™s™), dos temperaturas (20 y
25 °C) y dos concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Expresado en porcentaje del total de 4cidos grasos. Los valores

TRATAMIENTOS

Acidos Grasos 100 20 f 100 20 2f 10025f 100252f 30020f 300 20 2f 30025 f 300 25 2f
SFA
15:00 0.25(0.02)  027(0.01)  022(0.03) 026(0.01)  023(0.01)  0.33(0.08)  0.30(0.02)  0.26(0.04)
16:00 20.01(1.25)  21.57(0.37) 22.68(1.64) 21.60(1.12)  18.56(0.10)  18.16(0.53) 18.13(3.76) 18.76(0.23)
18:00 0.91 (0.83) 1.06 (0.04)  0.88(0.04) 1.12(0.07)  0.93(0.03)  1.75(042)  1.67(0.80)  1.07 (0.05)
20:00 0.18 (0.01) 0.19 (0.00) nd 022(0.02)  0.24(0.02)  030(0.07)  0.22(0.02) nd
MUFA
16:1 31.78(0.55)  38.50(0.43) 43.46(3.01) 41.30(0.52) 32.78(1.28)  36.69(3.09)  39.30(2.49)  40.14 (0.80)
18:1n-9 1.82 (0.18) 0.82(0.01)  0.51(0.06) 0.63(0.06)  1.14(0.07)  1.80(0.46)  1.02(0.52)  0.89 (0.08)
22:1n-9 2.85 (0.24) 2.14(032)  1.57(0.11)  1.95(0.07)  3.59(027)  3.24(0.35)  235(0.17)  2.20(0.16)
PUFA
18:2n-6 trans 1.35 (0.17) 0.97(0.01)  0.57(0.07) 0.71(0.03)  1.05(0.02)  1.45(0.22)  1.15(0.12)  0.80 (0.06)
18:2n-6 cis nd nd 0.05 (0.02) nd nd nd 0.10 (0.16) nd
18:3n-3 0.42 (0.03) 0.31 (0.00) 026 (0.01)  036(0.01)  0.54(0.04)  035(0.03)  0.25(0.04)
18:3n-6 0.41 (0.14) 021(0.01)  0.18(0.04) 0.15(0.03)  0.17(0.03)  0.00(0.00)  0.18(0.06)  0.31(0.05)
20:2n-6 0.23 (0.07) nd nd nd nd 0.33 (0.03) nd nd
20:4n-6 (AA) 0.71 (0.02) 044 (0.03)  0.51(0.36)  0.34(0.01)  0.35(0.00)  0.00(0.00)  0.41(0.04)  1.06 (0.16)
20:5n-3 (EPA) 3908 (0.28) 3550 (0.56) 39.07(3.99) 39.41(0.42) 3470 (0.50) 34.32 (4.94) 34.68 (2.11) 34.25 (0.66)

nd: dato no detectado



Tabla XII. Valores totales de los 4cidos grasos de N. incerta cultivada a dos irradiancias (100 y 300 pE m™s™), dos temperaturas (20 y

25 °C) y dos concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Expresado en pg de acidos grasos por mg de peso seco orgénico.
Los valores entre paréntesis indican = 1 desviacion estandar.

TRATAMIENTOS

Acidos Grasos 10020f  100202f 10025f 100252f 30020f 300202f 30025f 300 252f
SFA 231 2.03 2.9 2.74 1.78 0.67 2.19 1.28
MUFA 3.89 3.54 5.54 5.18 3.36 1.73 4.53 274
PUFA 452 3.12 3.68 3.89 3.73 175 3.95 233
Total 10.72 8.79 12.12 11.81 8.87 4.15 10.67 6.35

Tabla XIII. Valores totales de acidos grasos de N. incerta cultivada a dos irradiancias (100 y 300 uE m™?s™), dos temperaturas (20 y 25
°C) y dos concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Expresado en porcentaje del total de acidos grasos. Los valores entre
paréntesis indican = 1 desviacion estandar.

TRATAMIENTOS

Acidos Grasos 10020f 100202f 10025f 100252f 30020f 300202f 30025f 300 25 2f
SFA 21.35 23.12 23.78 2321 19.96 15.64 20.33 20.10
MUFA 36.45 41.46 45.63 43.88 37.51 41.73 42.67 43.23
PUFA 42.20 35.45 30.38 32.87 41.63 42.63 36.88 36.67

Total 100.00 100.00 99.78 99.96 99.10 100.00 99.88 100.00
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V. 3. 6. Clorofila a

En la tabla XIV se muestran los valores de clorofila a de los cultivos de N. incerta.
Se encontraron diferencias significativas en los valores de clorofila a (Ver Anexo 28) por
efecto de la irradiancia (F = 22.12; P < 0.050) (Ver Anexo 28.a.), de la temperatura (F =
20.94; P < 0.050) (Ver Anexo 28.b.), de la concentracion de nutrientes (F = 46.58; P <
0.050) (Ver Anexo 28.c.) y del tiempo (F = 25.07; P < 0.050) (Ver Anexo 28.d.). También
se encontraron diferencias significativas en los niveles de interaccion de los factores de la
irradiancia y la concentracion de nutrientes (F = 15.25; P < 0.050) (Ver Anexo 28.e.), la
temperatura y la concentracion de nutrientes (F = 15.16; P = 0.000) (Ver Anexo 28.f.), la
irradiancia y el tiempo de cultivo (F =22.12; P < 0.050) (Ver Anexo 28.g.), la temperatura
y el tiempo de cultivo (F = 20.94; P = 0.000) (Ver Anexo 28.h.), la concentracion de
nutrientes y el tiempo de cultivo (F =46.58; P < 0.050) (Ver Anexo 28.1.), la irradiancia, la
concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 15.25 P < 0.050) (Ver Anexo 28.j.)
la temperatura, la concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 15.16; P < 0.050)
(Ver Anexo 28.k.).

El valor inicial de clorofila a de N. incerta fue de 0.80 pg ml™'. Los menores valores
fueron para el cuarto dia (0.39 ug ml™) en los cultivos mantenidos con 300 pE m™s”, 25
°C y medio “2f” y el séptimo dia (0.30 pg ml™) en los cultivos mantenidos con 300 uE m™

I

s', 25 °C y medio “f’. Los mayores valores fueron para el cuarto dia (0.86 pug ml™) y

séptimo dia (0.83 ug ml™) en los cultivos mantenidos con 100 pE m™s”, 25 °C y medio

“2f” (Tabla XIV).
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Tabla XIV. Valores promedio de la clorofila a para cultivos de N. incerta mantenidos en
distintas condiciones experimentales y en distintas fechas. Los valores entre
paréntesis indican la desviacion estandar.

Irradiancia Temperatura Concentracion Tiempo  Clorofila a
(nE m?s™) “© O de nutrientes (dias) (ug ml™)

100 20 “p 0.80 (0.01)
0.81 (0.06)

0.71 (0.06)

0.80 (0.01)
0.84 (0.01)
0.81 (0.05)

0.80 (0.01)
0.87 (0.06)
0.69 (0.00)

0.80 (0.01)
0.86 (0.01)
0.83 (0.05)

0.80 (0.01)
0.70 (0.06)
0.39 (0.09)

0.80 (0.01)
0.72 (0.01)
0.42 (0.00)

0.80 (0.01)
0.40 (0.02)
0.33 (0.03)

0.80 (0.01)
0.39 (0.05)
0.40 (0.01)

C‘2f’

25 Cﬂf’

‘62f9

300 20 “f”

462f9

25 ‘Gf”

‘62f9

< kO NP, O N~ O < b~ O NP, O 9RO 9,0 NP~ O




39

V. 4. Nutrientes

En las tablas XV a XVIII se presentan los valores promedio de la remocion de
nitratos (NOs) y ortofosfatos (PO4) y la produccion de nitritos (NO3).
V. 4. 1. Nitratos

No se encontraron diferencias significativas en los valores de nitratos (NO3) por
efecto de los factores de la temperatura (F = 2.12; P = .0153) (Ver Anexo 29). Se
encontraron diferencias significativas en los valores de nitratos por efecto del factor de la
irradiancia (F = 37.81; P < 0.050) (Ver Anexo 29.a.), de la concentracién de nutrientes (F
= 22850.24; P < 0.050) (Ver Anexo 29.b.) y del tiempo de cultivo (F = 6947.70; P <
0.050) (Ver Anexo 29.c.). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en los
niveles de interaccion por efecto del factor de la irradiancia y temperatura (F = 8.80; P =
0.005) (Ver Anexo 29.d.), de la irradiancia y el tiempo de cultivo (F = 37.80; P < 0.050)
(Ver Anexo 29.e.), de la concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 609.31; P
< 0.050) (Ver Anexo 29.f.) y la irradiancia, la temperatura y tiempo de cultivo (F = 8.83; P
=0.005) (Ver Anexo 29.g.).

Para el medio de cultivo “f” el valor inicial de nitratos de N. incerta fue de 4.60
mgl”, los menores valores de remocién fueron para el cuarto dia (2.11 mg 1) y séptimo
dia (0.84 pg ml™) en los cultivos mantenidos con 300 pE m™s™ y 25 °C (Tabla XVIII).

Para el medio de cultivo “2f” el valor inicial de nitratos (NOs) de N. incerta fue de
9.70 mgl™, los menores valores de remocion fueron para el cuarto dia (0.84 mg ') y
séptimo dia (0.86 pug ml™) en los cultivos mantenidos con 300 pE m™s™ y 25 °C (Tabla
XVIII).

V. 4. 2. Ortofosfatos

Se encontraron diferencias significativas en los valores de ortofosfatos (PO4) (Ver
Anexo 30) por efecto de la irradiancia (F = 1359429.30; P < 0.050) (Ver Anexo 30.a.), la
temperatura (F = 53.24; P < 0.050) (Ver Anexo 30.b.), de la concentracion de nutrientes (F
=246.02; P < 0.050) (Ver Anexo 30.c.) y el tiempo de cultivo (F = 89926.20; P < 0.050)
(Ver Anexo 30.d.). También se encontraron diferencias significativas en los niveles de
interaccion de los factores de la irradiancia y la temperatura (F = 653789.35; P < 0.050)
(Ver Anexo 30.e.), la irradiancia y la concentracion de nutrientes(F = 570.70; P < 0.050)

(Ver Anexo 30.f.), la temperatura y la concentracion de nutrientes (F = 157.28; P < 0.050)
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(Ver Anexo 30.g.), la irradiancia y el tiempo de cultivo (F = 1254.81; P < 0.050) (Ver
Anexo 30.h.), la temperatura y el tiempo (F = 53.14; P = 0.005) (Ver Anexo 30.i.), la
concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 246.56; P < 0.050) (Ver Anexo
30..), la irradiancia, la temperatura y la concentracion de nutrientes (F = 76836.75; P <
0.050) (Ver Anexo 30.k.), la irradiancia, la temperatura y el tiempo de cultivo (F = 390.01;
P < 0.050) (Ver Anexo 30.1.) la irradiancia, la concentracién de nutrientes y el tiempo de
cultivo (F = 570.09; P < 0.050) (Ver Anexo 30.m.), la temperatura, la concentracion de
nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 157.71; P < 0.050) (Ver Anexo 30.n.) y la
irradiancia, la temperatura, de la concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F =
1254.41; P <0.050) (Ver Anexo 30.11.).

Para el medio de cultivo “f” el valor inicial de ortofosfatos de N. incerta fue de 5.90
mg 1", los menores valores de remocion fueron para el cuarto dia (2.11 mg 1) y séptimo
dia (0.00 pg ml™) en los cultivos mantenidos con 300 nE m?s? y 20 °C (Tabla XVII).

Para el medio de cultivo “2f” el valor inicial de ortofosfatos de N. incerta fue de
1.080 mg 1", los menores valores de remocion fueron para el cuarto dia (3.70 mg 1) y
séptimo dia (0.00 pg ml™") en los cultivos mantenidos con 300 pE m™ s y 25 °C (Tabla
XVIII).

V. 4. 3. Nitritos

Se encontraron diferencias significativas en los valores de nitritos (NOy) (Ver
Anexo 31) por efecto del factor de la irradiancia (F = 2549.60; P < 0.050) (Ver Anexo
31.a.), la temperatura (F = 32.05; P < 0.050) (Ver Anexo31.b.), la concentracién de
nutrientes (F = 474.00; P < 0.050) (Ver Anexo 31.c.) y el tiempo de cultivo (F =15594.00;
P <0.050) (Ver Anexo 31.d.). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en los
niveles de interaccion de los factores de la irradiancia y de la concentracion de nutrientes (F
=653789.35 P < 0.050) (Ver Anexo 31.e.), irradiancia y el tiempo de cultivo (F = 570.70;
P < 0.050) (Ver Anexo 31.f.), la temperatura y el tiempo (F = 157.28; P < 0.050) (Ver
Anexo 31.g.) la concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 1254.81; P < 0.050)
(Ver Anexo 31.h.), la irradiancia, la temperatura y la concentraciéon de nutrientes (F =
53.14; P < 0.050) (Ver Anexo 31.i.), la irradiancia, la concentracion de nutrientes y el

tiempo de cultivo (F = 53.14; P < 0.050) (Ver Anexo 31.j.) y la irradiancia, la temperatura,
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la concentracion de nutrientes y el tiempo de cultivo (F = 53.14; P < 0.050) (Ver Anexo
31.k.).

Para el medio de cultivo “f” el valor inicial de nitritos de N. incerta fue de 0.00 mg
1", los menores valores de remocion fueron para el cuarto dia (0.114 mg ') y séptimo dia
(0.158 pg ml™") en los cultivos mantenidos con 300 uE m™s™ y 25 °C (Tabla XVIII).

Para el medio de cultivo “2f” el valor inicial de nitritos de N. incerta fue de 0.00 mg
1", los menores valores de remocién fueron para el cuarto dia (0.199 mg 1) y séptimo dia

(0.289 pg ml™) en los cultivos mantenidos con 300 uE m™s™ y 20 °C (Tabla XVII).



Tabla XV. Valores promedio de la cantidad de nitratos, ortofosfatos y nitritos de N. incerta cultivada en baja irradiancia (100 pE m™
s, baja temperatura (20 °C) y en dos concentraciones de nutrientes (“f* y “2f”). Los valores entre paréntesis indican + 1
desviacion estandar. Los valores en negrito son porcentajes de remocion de los nitratos y ortofosfatos y de los nitritos son

valores de produccion.

Medio de cultivo

“f? “21”
Dias Nitratos  Ortofosfatos Nitritos Nitratos Ortofosfatos Nitritos
(mg I') (mg I') (mg I') (mg I') (mg 1) (mg I')
0 4.60 (0.05) 5.90(0.01) 0.00 (0.00) 9.70 (0.02) 10.8 (0.01) 0.00 (0.00)
100 100 0 100 100 0
4 3.18 (0.08)  1.44 (0.00) 0.06 (0.00) 6.33 (0.02) 2.11(0.02) 0.08 (0.01)
69 24 0.06 68 19 0.08
7 2.63(0.02)  0.03 (0.00) 0.08 (0.00) 4.73 (0.05) 0.07 (0.07) 0.121 (0.00)
56 0 0.08 48 0 0.12




Tabla XVI. Valores promedio de la cantidad de nitratos, ortofosfatos y nitritos de N. incerta cultivada en baja irradiancia (100 pE m™
s™), alta temperatura (25 °C) y en dos concentraciones de nutrientes (“f” y “2f”). Los valores entre paréntesis indican + 1

desviacion estandar. Los valores en negrito son porcentajes de remocion de los nitratos y ortofosfatos y de los nitritos son
valores de produccion.

Medio de cultivo

“f” “21”
Dias Nitratos  Ortofosfatos Nitritos Nitratos Ortofosfatos Nitritos
(mg I') (mg I'") (mg I'") (mg I') (mg 1'") (mg I')
0 4.60 (0.05) 5.90(0.01) 0.00 (0.00) 9.70 (0.02) 10.8 (0.01) 0.00 (0.00)
100 100 0 100 100 0
4 3.16 (0.00)  1.04 (0.00) 0.06 (0.03) 6.83 (0.02) 1.95 (0.02) 0.06 (0.01)
68 18 0.06 70 10 0.06
7 2.27(0.02)  0.06 (0.00) 0.07 (0.00) 4.39 (0.04) 0.067 (0.05) 0.14 (0.00)
49 0 0.07 45 0 0.14




Tabla XVII. Valores promedio de la cantidad de nitratos, ortofosfatos y nitritos de N. incerta cultivada en alta irradiancia (300 pE m™
s™) y baja temperatura (20 °C) y en dos concentraciones de nutrientes (“f* y “2f). Los valores entre paréntesis indican +
1 desviacion estandar. Los valores en negrito son porcentajes de remocion de los nitratos y ortofosfatos y de los nitritos

son valores de produccion.

Medio de cultivo

“f” “21”
Dias Nitratos  Ortofosfatos Nitritos Nitratos Ortofosfatos Nitritos
(mg I') (mg I'") (mg I'") (mg I') (mg 1'") (mg I')
0 4.60 (0.05) 5.90(0.01) 0.00 (0.00) 9.70 (0.02) 10.8 (0.01) 0.00 (0.00)
100 100 0 100 100 0
4 2.88 (0.08)  1.08 (0.00) 0.13 (0.00) 6.57 (0.02) 1.95 (0.02) 0.19 (0.01)
62 18 0.13 59 17 0.19
7 2.55(0.02)  0.01 (0.00) 0.14 (0.00) 3.80 (0.03) 0.05 (0.02) 0.28 (0.00)
55 0 0.14 55 0 0.28




Tabla XVIII. Valores promedio de la cantidad de nitratos, ortofosfatos y nitritos de N. incerta cultivada en alta irradiancia (300 pE m™
s™), alta temperatura (25 °C) y en dos concentraciones de nutrientes (“f* y “2f”). Los valores entre paréntesis indican =+ 1
desviacion estandar. Los valores en negrito son porcentajes de remocion de los nitratos y ortofosfatos y de los nitritos

son valores de produccion.

Medio de cultivo

“f” “21”
Dias Nitratos  Ortofosfatos Nitritos Nitratos Ortofosfatos Nitritos
(mg I') (mg I'") (mg I'") (mg I') (mg 1'") (mg I')
0 4.60 (0.05) 5.90(0.01) 0.00 (0.00) 9.70 (0.02) 10.8 (0.01) 0.00 (0.00)
100 100 0 100 100 0
4 2.71 (0.00)  1.04 (0.00) 0.11 (0.00) 6.24 (0.02) 1.16 (0.02) 0.19 (0.01)
67 17 0.11 64 10 0.19
7 2.10(0.02)  0.02(0.01) 0.16 (0.02) 3.7 (0.02) 0.03 (0.01) 0.26 (0.00)
39 0 0.16 38 0 0.26
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Capitulo VI

Discusion

VI. 1. Evaluacion de la cantidad de biomasa producida

Los resultados de este estudio indican que las células de N. incerta tienen la
capacidad de formar un tapete celular homogéneo que se adhiere fuertemente al sustrato a
20y 25 °C, a 100 y 300 p.E m™s™, pero solo con el medio “f”. En los tratamientos con el
medio “2f” hubo muy poca adhesion al sustrato, formando una serie de grumos
suspendidos en el agua. Estudios de la producciéon de carbohidratos de diatomeas
mencionan que la adhesion estd en funcion de las condiciones ambientales y por eso es
importante entender su bioquimica y ecologia.

Myklestad y Haug (1972), encontraron evidencia en un analisis estructural de los
exopolisacaridos, los cuales son los responsables de la adhesion de las células microalgales
al sustrato. Myklestad (1974) demostré con Chaetoceros affinis y Skeletonema costatum
evidencia, de que los cambios en el metabolismo de carbohidratos estaban en funcién de
las proporciones de nitrogeno y fosforo. Estos resultados demuestran que la sintesis de
polisacaridos extracelulares depende de la proporcion del nitrégeno y el fosforo en el
medio de cultivo y estos cambios en el metabolismo se ven también reflejados en la
adhesion de las microalgas al sustrato.

Hudon y Bourget (1983), mencionan que las cepas de los géneros Navicula y
Nitzschia son altamente moviles y con poca capacidad de adhesion al sustrato. Mientras
que el género de Amphora son de bajo movimiento y tiene fuerte capacidad de adhesion al
sustrato. En este trabajo no se aplico el tratamiento de ultrasonido debido a que en estudios
previos se demostré que produce importantes cambios en el crecimiento y en la

composicion bioquimica de N. incerta (Correa-Reyes, 2001). Por lo anterior se optd por
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utilizar pequefias esferas de cristal, para poder remover y disgregar los tapetes de N.
incerta en los sistemas experimentales.

El crecimiento de N. incerta a través del tiempo, fue exponencial desde el dia 0
hasta el dia 4 del cultivo. Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Cota-
Sanchez (1988) y Cuevas-Rocha (1988) y Correa-Reyes (2001), en donde obtuvieron
crecimientos exponenciales en microalgas bentonicas hasta el dia 4 y 5 de cultivo.

VI. 1. 1. Conteos de la biomasa celular

Las distintas condiciones de irradiancia, temperatura y nutrientes afectan de forma
significativa el crecimiento de cultivos de microalgas.

La biomasa celular de N. incerta tuvo una clara tendencia a incrementarse a 300
uE m 25! y 25 °C. Estos resultados concuerdan con lo obtenido por varios autores con
especies de diatomeas bentdnicas y otras especies de microalgas planctonicas como en:
Amphiprora c.f. paludosa, Nitzschia sigma, Nitzschia c.f. dissipata, Navicula arenaria
(Admiral, 1977), Navicula gregaria, N. ammophila (Kennett y Hargraves, 1985) ¢
Isochrysis galbana (Lopez-Muiioz et al., 1992), para las que se mencionan que los factores
de irradiancia y temperatura incrementan la cantidad de biomasa o densidad celular hasta el
valor optimo para cada especie.

Las curvas de crecimiento de N. incerta solo registraron diferencias significativas en
la densidad final (DF), ya que durante la fase exponencial, se observé un incremento en la
DF para todos los tratamientos. Estas diferencias se deben al efecto sinergistico entre los
factores de irradiancia, temperatura y cantidad de nutrientes. La tasa de crecimiento de N.
incerta (n), aumentd en funciéon de la mayor irradiancia (300 pE m™s™) y la mayor
temperatura (25 °C) hasta alcanzar su valor maximo. Sin embargo, la tendencia de los
resultados obtenidos en este estudio, solo concuerda con lo reportado por otros autores en
la relacion de la irradiancia y la temperatura y difiere en la respuesta medida en las
diferentes concentraciones de nutrientes. Maddux y Jones (1964), en cultivos de Nitzschia
closterium y Tetraselmis sp., mostraron que la diferencia en la concentracion de nutrientes
produce cambios en el requerimiento de luz para alcanzar la méxima tasa de crecimiento.

Rhee y Gotham (1981) en Scenedesmus sp. y Fragilaria crotonensis, encontraron una
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tendencia similar a lo encontrado en este estudio y lo atribuyen a una relacion

compensatoria entre un equilibrio entre la disponibilidad de luz y/o nutrientes.

VI. 1. 2 Peso seco y contenido de cenizas

El peso seco total y el peso seco organico de N. incerta mostraron que las mayores
biomasas se obtuvieron en la irradiancia de 300 pE m™s™ y en la temperatura de 25 °C.
Flores-Vergara (1998), encontr6 que con las distintas especies de diatomeas bentonicas
estudiadas las mayores biomasas se obtuvieron a 20 y 25 °C, aunque la respuesta es
especie-especifica. Otros autores, en experimentos con gradientes de temperatura,
encontraron que distintas cepas de microalgas bentonicas crecieron mas a temperaturas de
25°C que las de 15y 20 °C (Cox et al., 1977; James et al., 1989; Blanchard et al., 1996).
V1. 2. Curvas fotosintesis — Irradiancia (P-I1)

Diversos autores encontraron que hay un incremento en la capacidad fotosintética
cuando se incrementa la temperatura hasta un nivel 6ptimo y después declina. Reynolds
(1984), observo que los mayores cambios en las tasas fotosintéticas para las diatomeas del
género Navicula ocurren entre 25 a 40 °C.

Los cultivos de N. incerta en baja irradiancia, 100 uE m™s™, y alta temperatura, 25
°C, registraron valores superiores de P y o, respecto a los cultivos aclimatados en alta
irradiancia. Estos resultados coinciden con otros estudios para la misma especie y otras
diatomeas bentdnicas (Harris, 1980; Reynolds, 1984; Mercado, 2004). Lo que sucede es
que la tasa fotosintética y la irradiancia, estan relacionadas positivamente con la
temperatura. Perry et al. (1981) utilizando Ditylum brightwelli Westt, Thinh (1983) en
Cryptomonas cepa Lis, Sakshaug (1977) con Skeletonema, Redalje y Laws (1983) al
estudiar Thalassiosira allni y S. costatum y Bartual et al. (2002) con Rhodomona salina,
indican que la saturacion de luz se obtuvo en las temperaturas mas bajas (15 y 20 °C),
mientras que las condiciones de no saturacidon se encontraron en las temperaturas mas
elevadas (25 y 28 °C).

También se ha encontrado, que la tasa de crecimiento de varias diatomeas alcanza
su nivel de saturacion entre 50 y 200 pmoles foton m™ s, con distintas temperaturas

(Coljin y Van Buur, 1975, Thompson et al., 1990; Susuki y Takahashi, 1995). Sin
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embargo, algunos autores mencionan que la saturacion de la luz para las diatomeas
bentdnicas se alcanza a valores de irradiancia mayores de 300 pumoles m2s” (Mills y
Wilkinson, 1986; Kromkamp et al., 1998). Estos autores encontraron que la fotoinhibicién
por efecto de la irradiancia esta casi ausente a altos niveles de irradiancia, con valores de
700 pmoles m™s™ en verano de 1200 umoles m™ s en invierno (Cox et al., 1977; James
et al., 1989; Blanchard et al., 1996).

VI. 3. Analisis bioquimicos

La composiciéon bioquimica de los cultivos microalgales depende de la especie
utilizada, de la técnica del cultivo seleccionada, de la fase de crecimiento y de las
condiciones ambientales del laboratorio o granja, las cuales suelen varian ampliamente
(Richmond, 1986a,b). La interaccion de la irradiancia, la temperatura y los nutrientes son
los que modifican de la composicion de proteinas, carbohidratos y lipidos en los cultivos de
microalgas (Mortensen et al., 1988; Thompson et al., 1992a, 1992b). Brown (1991) analiz6
la composicién bioquimica de varias diatomeas, donde las proteinas fueron siempre el
componente principal, seguido usualmente por los lipidos y por tltimo los carbohidratos.
Esta secuencia también sucedid en todos los tratamientos utilizados para los cultivos de N.
incerta en éste estudio. Zhu et al. (1997), encontraron que existe una tendencia hacia la
acumulacion de carbohidratos en la fase estacionaria y en los tratamientos a 15 °C,
mientras que el mayor contenido de proteinas se presentd en la fase exponencial. En los
estudios relacionados con la nutricion de organismos acudticos como los moluscos, se
menciona que los lipidos son importantes componentes estructurales y de las membranas
celulares y que la mayoria de los organismos marinos los requieren como componentes
esenciales.

Se ha demostrado que ecologicamente la proporcion de de proteinas y carbohidratos
encontrados en las diatomeas representan un buen indicador del estado fisiologico de las
poblaciones en cultivo o en condiciones naturales (Sakshaug y Myslestad, 1973).

VI. 3. 1. Proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas

En la composicion proximal de N. incerta, se obtuvieron porcentajes de proteinas
de 29.39 a 37.48%, carbohidratos de 9.78 a 15.45% y lipidos y 10.79 a 16.05%, similares a
los valores de Simental-Trinidad et al. (2001) para la misma especie, 23.34 a 35.15%, de
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carbohidratos 7.18 a 13.19% y de lipidos 9.249 a 15.16% en cultivos mantenidos a 150 pE
m?s™, a2l °C y con menor concentracion de nutrientes (“f/2”) elaborados con fertilizante
agricolas. Flores-Vergara (1998) para Navicula c.f. cincta encontr6 valores de proteina de
22.03 a 36.94%, de carbohidratos 6.22 a 13.57% y de lipidos 20.67 a 52.71%, para cultivos
mantenidos a temperaturas de 15 a 25 °C e irradiancias de 80 y 160 pE m™s™.

El contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos se encuentra influenciado por una
gran variedad de factores, entre los que se encuentran, la calidad y la cantidad de luz
incidente, la concentracion de nutrientes, la forma quimica de los nutrientes, la temperatura,
el pH, la disponibilidad de carbono, la especie bajo cultivo, entre otros factores (Thompson
etal., 1990, Renaud et al., 1995).

La deficiencia de algunos nutrientes como el nitrogeno, fosforo y silice, en cultivos
microalgales aumentan de la produccion de carbohidratos y lipidos a expensas de la sintesis
de proteinas (Bhosle et al., 1993). En los cultivos de N. incerta estas deficiencias no se
evaluaron, ya que la proporcion de nutrientes disponibles en el medio no se agoto, segun
los valores de nitratos y fosfatos evaluados en el medio “f” y “2f”.

De forma analoga a lo descrito para los valores de proteinas de N. incerta, los
mayores porcentajes de carbohidratos se evaluaron con la mayor temperatura (25 °C) y en
la mayor irradiancia (300 uE m™s™). El contenido de carbohidratos en Thalassiosira allni
(Redalje y Laws, 1983), Isochrysis (clone T. ISO) (Brown et al., 1996), Phaeodactylum
tricornutum (Chismandha y Borowitzka, 1994), Isochrysis (clone T. ISO), Nitzchia
closterium y Nitschia paleacea (Renaud et al., 1995), en Thalassiosira pseudonama
(Brown et al., 1993) y para la especie Navicula c.f. cincta (Flores-Vergara, 1998) evaltian
que se incrementa directamente con la irradiancia y en las especies Hymenomonas elongata
e Isochrysis galbana (Clasutre y Gostan, 1987) y Amphora (de la Pefa, 2007) los
carbohidratos aumentan por efecto de la temperatura (Tomaselli et al., 1988; Oliveria et al.,
1989).

Los resultados obtenidos con N. incerta muestran que los mayores porcentajes de
lipidos se encontraron a 25 °C y en 300 uE m™ s™'. El porcentaje de lipidos en las
diatomeas se ve afectado por los cambios de la irradiancia y la temperatura, induciendo

cambios en la membrana fosfolipidica. Estos cambios modifican la fluidez de la membrana
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e interrumpen el proceso de biosintesis de los lipidos en la elongacion o desaturacion. Lo
anterior implica que la luz puede producir cambios en la calidad de los acidos grasos de las
microalgas usadas como alimento en diversas especies marinas y dulceacuicolas (Tomaselli
et al., 1988; Oliveria et al., 1989; Thompson et al., 1990; Bhosle et al., 1993; Brown et al.,
1993; Chismandha y Borowitzka, 1994; Renaud et al., 1995; Flores-Vergara, 1998;
Lafarga de la Cruz, 2000; Sdenz-Gaxiola, 2002).

Las diatomeas contienen altos porcentajes de cenizas, aportados principalmente por
el silice de la pared celular de la microalga. En este trabajo se evaluaron porcentajes de
35.37 a 48.33%, estos porcentajes son mayores a los mencionados por Simental-Trinidad et
al. (2001), quienes describen para N. incerta valores de 28 a 41.10% para cultivos
mantenidos en 21 °C y 150 pE m™ s”. Flores-Vergara (1998) indica para Navicula c.f.
cincta tienen porcentajes de 28.83 a 38.39% al cultivarla a 15, 20 y 25 °C y con
irradiancias de 80 y 160 pnE m?s.

VL. 3. 2. Acidos grasos

Los acidos grasos son uno de los componentes mas importantes en la dieta de los
organismos cultivados. En diversas especies de moluscos, crustaceos y peces se ha
observado que los 4cidos grasos 20:4, 20:5 y 20:6, especialmente el n-3 y n-6, son
indispensables para obtener mejores niveles de crecimiento y de supervivencia (Brown et
al., 1996; Correa-Reyes et al., 2008).

Existen pocos estudios sobre la evaluacion de acidos grasos en diatomeas
bentonicas. Las cantidades relativas de 4cidos grasos (en % con respecto al total de acidos
grasos) en las diatomeas estudiadas se encontraron dentro de los intervalos por otros
autores para diversas diatomeas. Flores-Vergara (1998), menciona que para Navicula c.f.
cincta, Amphora sp. y Nitzschia sp. cultivadas a diferentes intensidades luminosas encontr6
una diferencia minima en los porcentajes de acidos grasos, lo cual es similar a lo
encontrado en el trabajo de Brown et al. (1993) con Isochrysis sp.

Los porcentajes de los acidos grasos de 14:0 y 16:0 en la dieta de peces y crustaceos
se han correlacionado con altos niveles de crecimiento. Por lo que dietas con altos niveles
de estos acidos grasos saturados son importantes para un rapido crecimiento de larvas, ya

que la energia es liberada mas eficientemente (Thompson et al.,, 1992a). Se ha
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documentado que el 16:0 es principalmente un producto de reserva de la energia excedente
en diatomeas. Ademas, el 16:0 decrece en las diatomeas a bajas irradiancias (Thompson et
al., 1990). Esta tendencia podria explicar los altos porcentajes del 16:0 encontrados en los
tratamientos de altas intensidades luminosas en los cultivos con N. incerta.

En este estudio, el perfil de acidos grasos encontrados en N. incerta, es similar a lo
descrito para otras especies de diatomeas bentonicas, se encontraron altos valores de 16:0,
16:1 y 20:5 n-3. En la literatura se indica que la suma de los porcentajes de estos acidos
rebasa el 60% del total de los acidos (Zhukova y Aizdaicher, 2000; Correa-Reyes et al.,
2008). Este porcentaje coincide con este trabajo ya que la suma de 16:0, 16:1 y 20:5 n-3
rebasoé el 90% del total de los acidos grasos.

Dustan et al. (1994) menciona la predominancia de los acidos grasos 16:1 con
respecto al 16:0 como una caracteristica propia de las diatomeas y la misma predominancia
de estos acidos grasos se encontrd en este estudio. Este acido graso no interviene en las
funciones metabolicas; sin embargo, se menciona que este acido graso es precursor de los
acidos de cadena larga como el 18:2 y 18:4.

Para la diatomeas de los géneros de Navicula, Amphora, Nitzschia, Cocconelis,
Chaetoceros, Skeletonema y Thalassiiosira los valores del acido graso C;g son menores al
2% (Volkman et al., 1989; Dunstan et al., 1994; Brown et al., 1996). Los valores del Cig
encontrados en este estudio fueron entre el 5y 10 % mayores a lo de otros autores.

Se considera que el 18:1 es un intermediario en la biosintesis de acidos grasos y
precursor de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga en diatomeas. Las
concentraciones de los acidos de C;s, a excepcion del 18:1, son bajas en diatomeas
bentdnicas y raramente exceden el 1% (Reitan et al., 1994).

Los valores de los acidos grasos (Cy) evaluados con N. incerta en este trabajo se ha
reportado por varios autores (Renaud et al., 1994; Brown et al., 1996; Flores-Vergara,
1998; Saenz-Gaxiola; 2002). El acido graso 20:4 n-6 (acido araquidonico) es comun en los
estudios relacionados con diatomeas, con valores entre el 0.1 y 0.9% y varias especies de
diatomeas tienen proporciones significativas de este acido (Volkman et al., 1989; Dunstan
et al., 1994). Se ha sugerido que los peces marinos, especialmente los salménidos requieren

acido araquidonico, ya que este acido es precursor de prostaglandinas y eicosanoides, que
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son de suma importancia en mecanismos bioquimicos de crecimiento y reproduccion asi
como en procesos de inflamacion, estrés y contraccion muscular, lo cual es de suma
importancia en el cultivo de distintos organismos acuaticos (Napolitano et al., 1990). Este
acido fue detectado en este estudio con valores desde el 0% hasta el 1.08%. Las
concentraciones de este acido se hayan en proporciones muy bajas entre el 0.01% hasta el
2.5% para otras especies de diatomeas cultivadas (Flores-Vergara, 1998). Investigaciones
realizadas por diversos autores demuestran que el acido araquidonico quiza puede ser
critico en la reproduccion y desarrollo de bivalvos, el cual es acumulado como fosfolipido,
lo que indica su papel especifico en la membrana celular (Joseph, 1982). Por otro lado, el
acido araquiddnico esta involucrado en la maduracion gonadal de Crassostrea gigas (Ono
et al., 1982), también en la regulacion osmoética de Mytilus demisus (Freas y Grollman,
1980) y en la induccién del desove del abulon H. rufescens y el mejillon M. californianus
(Morse et al., 1977).

Las diatomeas bentonicas presentan altos valores del acido graso 20:5 n-3, (EPA),
especialmente cuando son cultivadas a irradiancias menores a 50 uE m™s™ (Thompson et
al., 1990; Viso y Marty, 1993), lo cual concuerda con lo evaluado en este trabajo para N.
incerta, ya que con la menor intensidad luminosa se encontr6é la mayor concentracion de
este acido graso en valores promedio de 39.41%. Correa-Reyes et al. (2008) 14.2% de EPA
para la misma especie. Sukenik et al. (1989) sefialan que la mayor concentracion de EPA
se presenta cuando las células se desarrollan en condiciones limitantes de luz (0.03 mmol
m?s™"). Esto es debido a que existe una baja capacidad fotosintética y ante esta limitante
los triglicéridos se consumen como fuente de energia directa y mantenimiento celular,
ademas los lipidos polares (fosfolipidos, glicolipidos, galactolipidos, entre otros) aumentan,
por lo tanto el EPA también lo hace debido a que la mayoria de los HUFA's se encuentran
en la parte polar de la membrana celular.

Thompson et al. (1990) no encontraron una relacion especifica entre la intensidad
luminosa y la concentracion de un acido graso en particular en ocho especies de microalgas
estudiadas. En la mayoria de las especies de microalgas el 20:6n3 disminuye conforme la
intensidad luminosa, lo cual fue constatado por Harrison et al. (1990) para Chaetoceros

calcitrans.
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Ademas, Zhu et al. (1997), mencionan que Isochrysis spp. que son microalgas
marinas que principalmente habitan en la zonas tropicales y soportan temperaturas
relativamente altas, reportan cantidades elevadas de PUFA’s n-3, principalmente el DHA,
el cual se acumula en las membranas celulares del sistema nervioso y el sistema visual, asi
como en los tejidos reproductivos (Dratz y Deese, 1986). Sin embargo, para N. incerta el
20:6n3 que no se evalud en los tratamientos, existe la posibilidad de que este 4cido se haya
perdido por oxidacion durante el almacenamiento de las muestras (2 meses a -20 °C). Se
menciona que los acidos grasos entre mas poliinsaturado son mas susceptible al proceso de
oxidacion y otra posible razon podria ser una extraccion incompleta (Cordero-Esquivel et
al., 1993).

Las proporciones de cada acido graso pueden cambiar por la alteracién de las
condiciones de cultivo; pero estos cambios dependen de la especie (Thompson et al.,
1992a, 1992b). La proporcion de acidos grasos en microalgas cambia principalmente por
limitacion de nutrimentos o cambios en la temperatura (Fabregas et al., 1985; James et al.,
1989; Thompson et al., 1992a, 1992b; Correa-Reyes et al., 2001) y también por la
variacion de la irradiancia (Fork et al., 1979; Thompson et al., 1990; Brown et al., 1993;
Chrismadha y Borowitzka, 1994).

VL. 3. 3. Clorofila a

El contenido total de clorofila a, tuvo una relacion inversa con la menor irradiancia,
100 pE m™s™, con la mayor temperatura, 25 °C y con el mayor concentracion de nutrientes,
medio “2f”. Ademas, se observo una correlacion entre el contenido total de clorofila a y la
densidad celular final. Esta tendencia se ha visto en otros estudios con microalgas en donde
integran la respuesta de la irradiancia y la temperatura (Tilzer, 1987, Kowalewska y
Szymczak, 2001). Chaneva et al., (2007), evaluaron la irradiancia y la temperatura en la
produccion de pigmentos en los cultivos de Arthronema africanus, donde observaron que el
contenido de clorofila a, carotenoides y ficobiliproteinas aumenta en los tratamientos con
menores irradiancias 50 pE m? s y mayores temperatura 30 y 40 °C, ya que en los
tratamientos con mayor irradiancia 300 pE m™ s, existe una destruccién parcial de los
pigmentos fotosintéticos. Critchley (1988), Tang y Vincent (1999) y Lépez-Muioz et al.

(1992) en Isochrysis galbana, Phaeodactylum tricornatum, Tetraselmis suecica vy
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Dunaliella tertiolecta, encontraron una respuesta similar, en donde en altas irradiancias
300 y 400 pE m™” s y temperaturas de 20 a 25 °C existe una reduccion de contenido
pigmentario (clorofila a y €) y destruccion de pigmentos fotosintéticos. Robards y Zohary
(1987), hicieron un experimento con cianobacterias donde consideraron que la temperatura
es un factor independiente de las reacciones biofisicas y un factor dependiente de las
reacciones bioquimicas. Existen algunos estudios ultraestructurales de la fotoadaptacion en
microalgas, en estos trabajos se concluye que existe una serie de mecanismos adaptativos,
tales como la organizacion de los tilacoides, la conservacion del niimero de PSUs y
alteraciones en el tamafio de la antena del PSII (Lichtlé, 1979; Rhiel et al., 1985; Lewitus et
al., 1991).

El contenido de clorofila a de N. incerta vari6 respecto al tiempo de cultivo. Para el
cuarto dia, el contenido de clorofila a aumento en los cultivos mantenidos a 100 uE m?s™ y
decreci6 en los cultivos mantenidos a 300 uE m™ s”'. La relacion entre el contenido de
clorofila @ y la concentracion de nutrientes fue inversa. Cultivos con medio “2f”,
produjeron mayor concentracion de clorofila a. Esta respuesta, se debe a que en los
tratamientos con medio “f”, la tasa de crecimiento fue mayor, por lo que el consumo de
nutrientes por célula fue mayor. Turpin (1991) y Geider et al. (1993), mencionan que el
nitrégeno, es un elemento formador de clorofilas y de las proteinas asociadas, ademas que
la disponibilidad influye en la concentracion de los pigmentos celulares.

Después del dia 7 de cultivo de N. incerta, el contenido de clorofila a disminuyo y
las diferencias entre tratamientos fueron causadas por efecto de la irradiancia. La tendencia
a disminuir el contenido de clorofila a para N. incerta, estuvo relacionada directamente con
el tiempo de cultivo y con la tasa de crecimiento.

La relacion inversa entre el contenido de clorofila a y la irradiancia puede deberse a
una disminucion en el nimero y/o el tamafio de las unidades cosechadoras de luz como
respuesta de la microalga a un exceso de energia luminica. La reduccion del contenido de
pigmentos celulares se considera un proceso de autorregulacion o proteccion del aparato
fotosintético, para alcanzar un balance entre la ganancia y demanda de energia necesaria

para el mantenimiento y funcionamiento de la microalga. Estos aspectos han sido también
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observados en otras especies de fitoplancton (Jeffrey, 1974; Chan, 1978; Claustre y Gostan,
1987; Lopez-Muioz et al., 1992).

En los estudios de Boussiba y Richmond (1980), Yamanaka y Glazer (1980) y
Stevens et al. (1981), se observd que el agotamiento de nutrientes provoca un descenso en
el contenido pigmentario y en la eficiencia fotosintética, estos resultados concuerdan con lo
encontrado en este trabajo para N. incerta, donde los tratamientos con rapido agotamiento
de nutrientes, el contenido de clorofila a y la eficiencia fotosintética son los menores al
resto de los tratamientos.

VI. 4. Nutrientes

Se ha estudiado el efecto del tipo y la cantidad de nutrientes en el medio de cultivo
y distintos aportes quimicos de nitrégeno y fosforo para el crecimiento de las microalgas
(Fabregas et al., 1987; Herrero et al., 1991; Perera-Carbonell, 1994; Lépez-Ruiz et al.,
1995; Nieves et al., 1996). Otros autores han investigado la respuesta en la composicion
bioquimica de cultivos de microalgas mantenidos con distintos tipos de medios de cultivo
(Wikfors, 1986; Brown, 1991; Herrero et al., 1991; Lopez-Elias y Voltolina, 1993,
Valenzuela-Espinoza et al., 1999; Simental-Trinidad et al., 2001; Uriarte et al., 2006) y el
efecto de la cantidad de nitrégeno, la temperatura y la irradiancia en el crecimiento y
composicion bioquimica principalmente para Isochrysis galbana (Flynn et al., 1992; Zhu et
al., 1997).

Eppley (1972), Goldman y Carpenter (1974) mencionan que es dificil distinguir los
efectos de la temperatura, la irradiancia y los nutrientes sobre la composicion bioquimica
de microalgas. Rhee y Gothman (1981) estudiaron en Scencedesmus sp. la interaccion
entre la temperatura y los nutrientes, donde encontraron que aunque se tenga limitacién de
nutrientes, el factor irradiancia es la variable que controla el crecimiento. Se evalud una
tendencia similar en el experimento de Redalje y Laws (1983) con Thalassiosira allni, y se
encontré que la irradiancia fue el factor que influy6é en los cambios bioquimicos y en el
crecimiento. Sin embargo, Laws y Wong (1978), encontraron que la relacion de N/C fue
mayor a < 25 °C respecto a los > 20 °C, concluyendo que el factor temperatura era el
responsable del cambio en la relacion N/C y no los nutrientes. Lafarga de la Cruz (2000),

encuentra una relacion directa en la concentracion residual de los nutrientes y el aumento
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en la densidad celular de cultivos de Rhodomonas sp. Una tendencia similar se encontrd
para N. incerta, debido a que la poblacion crecid exponencialmente durante los primeros
dias de cultivo por lo que el requerimiento de nutrientes fue mayor para cubrir las
demandas fisioldgicas. En este estudio, el agotamiento del nitrogeno fue paralelo a la del
fosforo. También se observo que para la fase final exponencial del crecimiento coincidid
con el inicio del agotamiento de nutrientes en los tratamientos con mayor irradiancia (300
uE m?s™).

En este estudio se encontro una relacion directa entre las condiciones de irradiancia,
la temperatura, y el consumo de nutrientes durante toda la fase experimental. Cloren,
(1977), dice que el consumo de nitratos y ortofosfatos durante la fase exponencial se
encuentran correlacionados con la irradiancia y la temperatura, ya que estos dos factores se
encuentran involucrados en diversos procesos fisiologicos (Renaud et al., 1991; Thompson
etal., 1992a, 1992b; Oliveira et al., 1999).

El consumo de nitratos esta regulado principalmente con los requerimientos
celulares, determinadas a su vez por el estado fisiologico de la célula microalgal. Mientras
que las diferencias del consumo de ortofosfasfatos corresponden directamente a la
concentracion del medio. Se ha documentado, que cuando existen altas concentraciones de
ortofosfatos en el medio, las células consumen en exceso este nutriente, ya que las células
tienen la capacidad de almacenarlo en forma de polifosfatos dentro de granulos

citoplasmaticos (Fogg y Thake, 1987; Darley, 1987).
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Capitulo VII

Conclusiones

e La tasa de crecimiento de N. incerta no fue modificada por efecto de la temperatura
(20 y 25 °C), la irradiancia (100 y 300 pE m™s™) y la cantidad de nutrientes en el
medio de cultivo (medio “f” y “2f”). Sin embargo, se evalué una mayor densidad

celular final en los cultivos mantenidos a 25 °C, 300 uE m™s™ y medio “2f”.

e La mayor produccion de biomasa celular de N. incerta, evaluada como peso seco,
fue obtenida a 25 °C, 300 pE m™s” y medio de cultivo “2f”. Durante el cuarto dia
de cultivo se alcanz6 la mayor produccion de biomasa de N. incerta en las distintas

condiciones experimentales.

e La respuesta fotosintética de N. incerta fue modificada por la irradiancia utilizada
pero no por la temperatura (20 y 25 °C) ni la cantidad de nutrientes en el medio de
cultivo (medio “f” y “2f”). La fotosintesis maxima fue mayor en los cultivos
mantenidos con la menor irradiancia (100 uE m™ s™), a la mayor temperatura (25

°C) y la mayor cantidad de nutrientes en el medio de cultivo (“2f”).

e No se modifico la composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos) de N.
incerta por efecto de la irradiancia, la temperatura y la cantidad de nutrientes en el

medio de cultivo.

e La composicion de acidos grasos de N. incerta no fue modificada por efecto de la
interaccion de la irradiancia, la temperatura y la cantidad de nutrientes en el medio

de cultivo.

e En todas los tratamientos de los cultivos de N. incerta se registro la presencia de los
acidos grasos 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:4n-6 y 20:5n-3, que son considerados

esenciales para funciones metabolicas de la membrana celular, para la maduracion
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gonadal de la regulacion osmotica y como precursor de hormonas. Estas funciones
se encuentran relacionadas con el mejoramiento de las tasas de crecimiento y la

supervivencia de moluscos, bivalvos y peces marinos.

En los cultivos de N. incerta el consumo de nitratos y fosfatos no fue modificado
por la irradiancia, la temperatura y la cantidad de nutrientes en el medio de cultivo.
El consumo de fosfatos fue total en todos los tratamientos experimentales. La
produccion de nitritos fue en respuesta a la interaccion de la irradiancia, la
temperatura y la cantidad de nutrientes en el medio de cultivo. El mayor consumo
de nutrientes ocurrié durante los primeros cuatro dias de cultivo en los distintos

tratamientos experimentales.

Las distintas condiciones de cultivo utilizadas en este estudio produjeron células
de N. incierta con una composicion bioquimica adecuada para cubrir los
requerimientos nutricionales de organismos bentonicos marinos en cultivo, en sus

primeros estadios de desarrollo.



60

Capitulo VIII

Recomendaciones

1.  Se recomienda para futuros experimentos con diatomeas bentoénicas nuevos estudios
comparativos bajo condiciones estables en el laboratorio, para tener mas elementos
que permitan distinguir las diferencias debidas a determinadas condiciones de
irradiancia, temperatura y nutrientes. Ademads, es necesario realizar bioensayos
disefiados en laboratorios comerciales, para obtener informacion sobre el rendimiento

de los cultivos.

2. Se recomienda evaluar los perfiles de aminoacidos de N. incerta al cultivarse en
distintas temperaturas, irradiancias y disponibilidad de nutrientes en el medio de

cultivo.

3. Se recomienda el uso de diversos recipientes de cultivo para diatomeas bentdnicas

para optimizar la produccion y evaluar la composicion proximal de las células.

4. Se recomienda la sustitucidn de micronutrientes en los medios de cultivo alternos con

base a fertilizantes agricolas o vitaminas de uso veterinario.

5. Se recomienda evaluar el valor nutrimental de otras especies de diatomeas bentdnicas
con las condiciones experimentales usadas en este trabajo y comparar con los

resultados obtenidos en granjas comerciales en el sistema tradicional de cultivo.
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Capitulo X

Anexos

Anexo 1. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) de densidad celular inicial (DI), en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de interaccion

(P<0.05).
Factores F P
I 2.38 0.676
°C 0.55 0.730
M 3.78 0.607
1/°C 0.18 0.891
I/'M 2.21 0.276
‘C/M 0.09 0.587
1/°C/M 0.98 0.522

Anexo 2. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de densidad celular final (DF), en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 9.97 0.015%*
°C 18.93 0.000%*
M 3.94 0.001%*
1/°C 0.13 0.781
I/'M 1.23 0.356
‘C/M 0.19 0.847
1/°C/M 2.96 0.232

* Diferencia significativa.
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Anexo 2.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de densidad celular
final (DF), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100y 300 uE m™s™.

I 100 300
100 0.040*
300 0.040*

* Diferencia significativa.

Anexo 2.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de densidad
celular final (DF), en donde el factor Temperatura (T) corresponde a los
intervalos de 20 y 25 °C.

°C 20 25
20 0.031*
25 0.031*

* Diferencia significativa.

Anexo 2.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de densidad celular
final (DF), en donde el Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f”.

M “f” “Zf”
“ 0.046*
“2 0.046*

* Diferencia significativa.

Anexo 3. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) de la tasa de crecimiento (), en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de interaccion

(P<0.05).
Factores F P

I 3.82 0.309

°C 1.93 0. 357

M 2.13 0.437

1/°C 11.18 0.671

I/'M 0.21 0.265

‘C/M 1.49 0.457

I/°C/M 0.89 0.633
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Anexo 4. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) de la tasa de crecimiento acumulada
(O w), en donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores:
Irradiancia (I), Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles
de interaccion (P<0.05).

Factores F P
| 1.51 0.249
°C 3.54 0.371
M 7.37 0.807
1/°C 0.17 0.742
I/M 2.29 0.212
‘C/M 10.34 0.152
1/°C/M 1.94 0.237

Anexo 5. Resumen del analisis factorial (ANOVA) del peso seco total, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (1),
Temperatura (°C), Concentracioén de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y los
niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P
| 1.37 0.248
°C 0.81 0.373
M 0.27 0.600
T 0.63 0.430
I1/°C 0.67 0.416
I/'M 2.53 0.121
‘C/M 0.51 0.479
I/T 0.02 0.870
‘C/T 0.01 0.932
M/T 0.31 0.577
1/°C/M 0.01 0.956
I1/°C/T 1.87 0.180
I/M/T 0.16 0.686
‘C/M/T 1.01 0.324

I/°C/M/T 0.57 0.452
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Anexo 6. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del peso seco organico, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I), Temperatura
(°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y los niveles de

interaccion (P<0.05).

Factores F P
| 0.04 0.826
°C 0.67 0416
M 0.37 0.543
T 56.62 0.000 *
I/°C 1.23 0.274
I/'M 0.00 0.987
‘C/M 0.11 0.740
I/T 2.47 0.125
‘C/T 1.85 0.182
M/T 1.43 0.240
I/°C/M 0.01 0.905
1/°C/T 0.61 0.440
I/M/T 1.58 0.216
‘C/M/T 0.56 0.457
I/°C/M/T 0.12 0.727

* Diferencia significativa.

Anexo 6.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) del peso seco
organico, en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y

7.
T 4 7
4 0.001*
7 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 7. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de la tasa maxima fotosintética (Psx),
en donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (1),
Temperatura (‘C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de interaccion

(P<0.05).
Factores F P

| 17.24 0.048*
°C 9.24 0.000%*

M 0.27 0.667

I1/°C 0.11 0.245

I/'M 7.92 0.765

‘C/M 0.39 0.408

I/°C/M 1.13 0.223

* Diferencia significativa.

Anexo 7.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de la tasa maxima

fotosintética (Pmsx), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las
irradiancias de 100 y 300 pE m™?s™.

| 100 300
100 0.020*
300 0.020*

* Diferencia significativa.

Anexo 7.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de la tasa maxima

fotosintética (Pmsx), en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los
intervalos de 20y 25 °C.

°C 20 25
20 0.001*
25 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 8. Resumen del anélisis factorial (ANOVA) de la eficiencia fotosintética (a), en

donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de interaccion

(P<0.05).
Factores F P

| 25.57 0.031%*
°C 10.80 0.001*

M 0.10 0.781

1°C 4.27 0.743

I/'M 7.32 0.003*

‘C/M 11.45 0.243

I/°C/M 0.18

* Diferencia significativa.

0.178

Anexo 8.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de la eficiencia

fotosintética (o), en donde Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de 100
y 300 pE m?s™.

1 100 300
100 0.018*
300 0.018*
* Diferencia significativa.

Anexo 8.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de la eficiencia

fotosintética (a), en donde el factor Temperatura (T) corresponde a los
intervalos de 20 y 25 °C.

°C 20 25
20 0.001*
25 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 8.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de la eficiencia
fotosintética (o) en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las
irradiancias de 100 y 300 uE m™ s y el Medio de cultivo (M) corresponde a
las concentracion de los medios “f” y “2f”. Los nlimeros en italica representan
los codigos pertenecientes a cada combinacion.

I M 1 2 3 4
1 100 “p 0.000* 1.000 0.000*
2 100 «p>  0.000* 0.000% 0.000*
3 300 “pr 0.000* 0.000* 0.000*
4 300 «p  0.000* 1.000 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 9. Resumen del analisis factorial (ANOVA) del indice de saturacion luminica (Ik),
en donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (‘C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de interaccion

(P<0.05).
Factores F P
1 3.15 0.141*
°C 0.67 0.960
M 0.79 0.875
1/°C 0.17 0.742
I/'M 7.32 0.003*
‘C/M 13.33 0.152
1/°C/M 1.45 0.237

* Diferencia significativa.

Anexo 9.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) del indice de
saturacion luminica (Ik), en donde el factor Irradiancia (I), corresponde a las
irradiancias de 100 y 300 uE m™s™.

I 100 300
100 0.001*
300 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 10. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de los porcentajes de proteinas, en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (1),
Temperatura ("C), Concentracion de nutrientes (M) y Tiempo de cultivo (T) y
los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P
| 1.82 0.186
°C 0.99 0.326
M 5.12 0.030*
T 10.80 0.003*
I/°C 0.01 0.890
I/'M 1.21 0.278
‘C/M 0.06 0.794
I/T 0.04 0.829
‘C/T 1.27 0.266
M/T 1.02 0.319
I/°C/M 0.58 0.449
1/°C/T 0.00 0.927
I/M/T 0.35 0.554
‘C/M/T 0.17 0.674
I/°C/M/T 0.04 0.828

* Diferencia significativa.

Anexo 10.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes
de proteinas, en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a
las concentraciones de los medios “f” y “2f”.

M “P’ “21’7
“ 0.030*
“2f” 0.030*

* Diferencia significativa.

Anexo 10.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes
de proteinas, en donde el factor Tiempo (T) corresponde a los dias 4y 7.

T 4 7 4 7

4 0.327 0.078 0.866
7 0.327 0.000* 0.781
4 0.078 0.000* 0.011*
7 0.866 0.781 0.011*

* Diferencia significativa.
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Anexo 11. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de los porcentajes de carbohidratos, en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M) y Tiempo de cultivo (T) y
los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 0.99 0.329
°C 0.10 0.754
M 0.71 0.408
T 31.58 0.000*
I/°C 1.86 0.181
I/M 0.35 0.556
‘C/M 2.39 0.131
I1/T 0.00 0.997
‘C/T 1.28 0.264
M/T 1.36 0.251
I/°C/M 0.00 0.991
1/°C/T 0.67 0.415
I/M/T 0.02 0.867
‘C/M/T 1.05 0.312
I/°C/M/T 2.02 0.164

* Diferencia significativa.

Anexo 11.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes
de carbohidratos, en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los

dias 4y 7.
T 4 7
4 0.001*
7 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 12. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) de los porcentajes de lipidos, en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y los
niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P

| 6.94 0.013*
°C 0.25 0.621
M 3.58 0.068

T 20.39 0.000%*
I1/°C 1.41 0.242
I/M 0.30 0.582
‘C/M 0.20 0.654
I/T 0.25 0.617
‘C/T 0.36 0.551
M/T 0.20 0.653
I/°C/M 0.00 0.931
1/°C/T 0.14 0.707
I/M/T 0.00 0.951
‘C/M/T 0.00 0.993
I/°C/M/T 0.29 0.594

* Diferencia significativa.

Anexo 12.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes
de lipidos, en donde el factor Irradiancia (I), corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m?s™.

| 100 300
100 0.014*
300 0.014*

* Diferencia significativa.

Anexo 12.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P <0.05) de los porcentajes
de lipidos, en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y

7.
T 4 7 4 7
4 0.021* 0387 0.000*
7 0.021* 0.495 0.781
4 0.387 0.495 0.002*
7 0.000* 0.781 0.002*

* Diferencia significativa.
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Anexo 13. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de los porcentajes de cenizas, en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (1),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y
los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 0.90 0.350
°C 0.04 0.838
M 1.78 0.192

T 31.05 0.000*

I/°C 1.06 0.310
I/'M 0.34 0.573
‘C/'M 4.01 0.053
I/T 0.11 0.739
‘C/T 0.25 0.618
M/T 4.70 0.038*

I/°C/M 697 0.013*
1/°C/T 1.99 0.168
I/M/T 0.52 0.475
‘C/M/T 0.02 0.888
I/°C/M/T 0.08 0.768

* Diferencia significativa.

Anexo 13.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes
de cenizas, en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y

7.
T 4 7
4 0.001*
7 0.001*

* Diferencia significativa

Anexo 13.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes
de cenizas, en donde el factor Medio de cultivo (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f” y el factor Tiempo de cultivo (T)
corresponde a los dias 4 y 7. Los nimeros en italica representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

M T 1 2 3 4
1 “f” 4 0.000* 0.099 0.000*
2 “2” 7 0.000* 0.031 0.942
3 “f” 4 0.099 0.031* 0.114
4 “21” 7 0.000* 0.781 0.114

* Diferencia significativa.



Anexo 13.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de los porcentajes de cenizas, en donde el factor Irradiancia
(I) corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s™', Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C y
Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las concentraciones de los medios “f” y “2f”. Los numeros en italicas
representan los codigos pertenecientes a cada combinacion.

I °C M 1 2 3 4 5 6 7 8
1 100 20 “f 0.536 0.097 0.999 0.195 0.882 0.583 0.916
2 100 20 <«2f” 0.536 0.970 0.685 0.997 0.998 1.000 0.996
3 100 25 <« 0.097 0.970 0.158 0.999 0.737 0.957 0.681
4 100 25 <2 0.999 0.685 0.158 0.295 0.954 0.729 0.972
5 300 20 <« 0.195 0.997 0.999 0.295 0.903 0.995 0.866
6 300 20 <«2f” 0.882 0.998 0.737 0.954 0.903 0.999 1.000
7 300 25 «  0.533 1.000 0.957 0.729 0.995 0.999 0.998

8 300 25 <«2f 00916 0.996 0.681 0.972 0.866 1.000 0.998

* Diferencia significativa.
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Anexo 14. Resumen del analisis factorial (ANOVA) del acido graso 15:0, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 2.47 0.247
°C 1.81 0.332
M 0.641 0.312
1/°C 0.37 0.356
I/M 0.24 0.395
‘C/M 0.43 0.462
I/°C/M 0.08 0.356

Anexo 15. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 16:0, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 1.12 0.062
°C 3.42 0.120
M 0.43 0.079
1/°C 0.36 0.551
I/'M 0.14 0.707
‘C/M 0.20 0.993
1/°C/M 0.00 0.617

Anexo 16. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del acido graso 18:0, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 2.17 0.249
°C 0.91 0.212
M 9.14 0.084
I1/°C 0.66 0.775
I/'M 0.64 0.256
‘C/M 0.13 0.561

I1/°C/M 0.01 0.866
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Anexo 17. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 20:0, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 1.56 0.221
°C 4.64 0.090
M 3.93 0.071
1/°C 0.87 0.557
I/'M 0.45 0.240
‘C/'M 0.86 0.536
1/°C/M 0.45 0.255

Anexo 18. Resumen del analisis factorial (ANOVA) del acido graso 16:1, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 2.54 0.121
°C 8.35 0.056
M 9.20 0.099
1/°C 1.23 0.243
I/M 4.54 0.134
‘C/M 0.38 0.344
I/°C/M 1.34 0.075

Anexo 19. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 18:1 n-9 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (1),
Temperatura (°C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 1.24 0.081
°C 2.32 0.053
M 7.25 0.124
1/°C 2.36 0.775
I/'M 1.25 0.256
‘C/M 0.55 0.061

I/°C/M 0.02 0.866
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Anexo 20. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 22:1 n-9 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 9.28 0.325
°C 3.24 0.324
M 3.01 0.245
1/°C 3.24 3.455
I/'M 1.35 0.346
‘C/'M 1.39 4.143
1/°C/M 2.43 0.126

Anexo 21. Resumen del analisis factorial (ANOVA) del acido graso 18:2 n-9 trans en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia
(I), Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 6.28 0.349
°C 3.24 0.075
M 19.24 0.185
1/°C 3.23 1.244
L/M 2.45 1.535
‘C/M 13.34 0.553
I/°C/M 1.34 0.546

Anexo 22. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 18:2 n-9 cis en
donde se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia
(I), Temperatura (°C) y concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 1.24 0.349
°C 6.04 0.075
M 8.24 0.185
1/°C 1.24 0. 024
I/'M 5.54 0.353
‘C/M 1.45 2.434

I/°C/M 0.34 1.346
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Anexo 23. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 18:3 n-3 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (‘C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 7.24 0.127
°C 8.14 0.671
M 1.12 0.097
1/°C 2.23 0.346
I/'M 4.43 16.656
‘C/'M 1.45 0.345
1/°C/M 0.12 0.356

Anexo 24. Resumen del analisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 18:3 n-6 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentracion de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 2.23 0.124
°C 8.29 0.087
M 7.31 0.324
1/°C 3.23 1.254
I/M 2.45 2.465
‘C/M 13.34 0.755
I/°C/M 1.34 13.678.

Anexo 25. Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 20:2 n-6 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (1),
Temperatura (°C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de
interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 1.27 0.061
°C 8.14 0.627
M 3.27 0.197
1/°C 0.23 2.356
I/'M 1.59 0.235
‘C/M 8.49 1.245

I/°C/M 0.56 0.356
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Anexo 27.
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Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 20:4 n-6 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de

interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 2.37 0.457
°C 10.27 0.217
M 9.04 0.087
1/°C 0.23 0.456
I/'M 2.54 0.243
‘C/'M 1.01 2.356
1/°C/M 3.56 1.677

Resumen del andlisis factorial (ANOVA) del 4cido graso 20:5 n-3 en donde
se muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (‘C) y Concentraciéon de nutrientes (M) y los niveles de

interaccion (P<0.05).

Factores F P
L 12.24 0.771
°C 1.97 0.801
M 6.23 0.697
1/°C 3.23 0.002
I/'M 2.45 13.55
‘C/M 13.34 1.245
1/°C/M 1.34 0.289
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Anexo 28. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de clorofila a, en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T)
y los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P

I 22.12 0.000*

°C 20.94 0.000*

M 46.58 0.000*

T 25.07 0.000*
1/°C 4.05 0.052

I/'M 15.25 0.000*

‘C/M 15.16 0.000*

I/T 22.12 0.000*

‘C/T 20.94 0.000*
M/T 46.58 0.000*
I/°C/M 4.05 0.052
1/°C/T 4.05 0.052
I/M/T 15.25 0.000*
‘C/M/T 15.16 0.000*
I/°C/M/T 4.05 0.052

* Diferencia significativa.

Anexo 28.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,
en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de 100 y 300

nE m?s™
1 100 300
100 0.000*
300 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 28.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,
en donde el factor Temperatura (T) corresponde a los intervalos de 20 y 25

°C.
°C 20 25
20 0.001*
25 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 28.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,
en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f”y “2f”.

M “P’ “Zf’,
“ 0.000*
“2f 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 28.d. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,
en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7.

T 4 7
4 0.001*
7 0.001*

* Diferencia significativa.

Anexo 28.e. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,
en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de 100 y 300
uE m? s y el Medio de cultivo (M) corresponde a las concentraciones de
los medios “f” y “2f”. Los numeros en italica representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

L M 1 2 3 4
1 100 “f” 0.186 0.000* 0.449
2 100 «“«20  0.186 0.000* 0.941
3 300 “p 0.000* 0.000* 0.000*
4 300 «“«2  0.449 0.941 0.000%*

* Diferencia significativa.

Anexo 28.f. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,
en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25
°C y el Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las concentraciones
de los medios “f” y “2f”. Los numeros en italica representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

°C M 1 2 3 4
1 20 “f? 0.183 0.000* 0.398
2 20 “2” 0.183 0.000* 0.962
3 25 “ 0.000* 0.000* 0.000*
4 25 “2” 0.398 0.962 0.000*

* Diferencia significativa.
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Anexo 28.g. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,

en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de 100 y 300
uE m?s” y el Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los
numeros en itdlica representan los cddigos pertenecientes a cada
combinacion.

| T 1 2 3 4
1 100 4 0.996 1.000 0.000*
2 100 7 0.996 0.996 0.000*
3 300 4 1.000 0.996 0.000%*
4 300 7 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 28.h. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,

en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25
°C y el Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los nlimeros en
italica representan los cddigos pertenecientes a cada combinacion.

°C T 1 2 3 4
1 20 4 0.996 1.000 0.000*
2 20 7 0.990 0.990 0.000*
3 25 4 0.990 0.990 0.000*
4 25 7 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 28.i. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a,

en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f” y el Tiempo de cultivo (T)
corresponde a los dias 4 y 7. Los niimeros en italica representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

M T 1 2 3 4
1 L i 4 0.000* 1.000 0.578
2 “p 7 0.000* 0.000* 0.000*
3 “f” 4 1.000 0.000* 0.578
4 “2f 7 0.578 0.000* 0.578

* Diferencia significativa.



Anexo 28.j. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a, en donde el factor Luz (L) corresponde a las
irradiancias 100 y 300 pE m™s™', Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las concentraciones de los medios”f” y
“2f” y el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los numeros en italicas representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

I M T 1 2 3 4 5 6 7 8

1 100 “ 4 0.739 1.000 0.889 1.000 0.000* 1.000 0.999
2 100 <“2f” 7 0.73 0.739 0.101 0.739 0.000* 0.739 0.423
3 100 “f 4 1.000 0.739 0.889 1.000 0.000* 1.000 0.999
4 100 «“2f” 7 0.889 0.101 0.889 0.889 0.000* 0.889 0.992
5 300 “ 4 1.000 0.739 1.000 0.889 0.000* 1.000 0.999
6 300 «2f” 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
7 300 “ 4 1.000 0.739 1.000 0.889 1.000 0.000* 0.999
8 300 “2f” 7 0.999 0.423 0.999 0.992 0.999 0.000* 0.999

* Diferencia significativa.



Anexo 28.k. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de clorofila a, en donde el factor Temperatura (°C)
corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C, Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las concentraciones de los
medios “f” 'y “2f” y el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los numeros en italicas representan los
codigos pertenecientes a cada combinacion.

‘C M T 1 2 3 4 5 6 7 8

1 20 “ 4 0.698 1.000 0.910 1.000 0.000* 1.000 0.999
2 20 20 7 0.698 0.698 0.099 0.698 0.000* 0.698 0.351
3 25 “ 4 1.000 0.698 0.910 1.000 0.000* 1.000 0.999
4 25 <« 7 0.910 0.099 0.910 0.910 0.000* 0.910 0.996
5 20 “ 4 1.000 0.698 1.000 0.910 0.000* 1.000 0.999
6 20 “2f” 7 0.000* 0.000%* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
7 25 “ 4 1.000 0.698 1.000 0.910 1.000 0.000* 0.999
8 25 <« 7 0.999 0.351 0.999 0.996 0.999 0.000* 0.999

* Diferencia significativa
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Anexo 29. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de nitratos (NOs), en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y
los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P

I 2549.60  0.000*

°C 32.05 0.000*

M 474.00 0.000%*

T 15594.00 0.000*
I/°C 0.00 1.000

I/M 218.31 0.000*
‘C/M 2.60 0.117

I/T 2549.60  0.000*

‘C/T 32.05 0.000*
M/T 474.00 0.000*
I1/°C/M 35.26 0.000*

I/°C/T 0.00 1.000
I/M/T 218.31 0.000*
‘C/M/T  2.60 0.117

I/°C/M/T 3526 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 29.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos

(NOs3), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 uE m™s™.

I 100 300
100 0.000*
300 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 29.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos
(NO3), en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f”.

M “f” “219,
“ 0.000*
" i 0.000*

* Diferencia significativa.
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Anexo 29.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos
(NO3), donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7.

T

4
7

0.001*

* Diferencia significativa.

Anexo 29.d. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos
(NOs), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m™s™ y Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20
y 25 °C. Los nimeros en italica representan los cddigos pertenecientes a
cada combinacion.

| °'C 1 2 3 4
1 100 20 0.715 0.131 0.000*
2 100 20 0.715 0.011* 0.000*
3 300 25 0.131 0.011* 0.018*
4 300 25 0.000* 0.000* 0.018*

* Diferencia significativa.

Anexo 29.e. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos
(NO3), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m™?s™ y el Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7.
Los numeros en itdlica representan los cddigos pertenecientes a cada

combinacion.
| T 1 2 3 4
1 100 4 0.715 0.131 0.000%*
2 100 7 0.715 0.011* 0.000*
3 300 4 0.131 0.011%* 0.018%*
4 300 7 0.000* 0.000* 0.018

* Diferencia significativa.

Anexo 29.f. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos
(NOs), en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f” y el Tiempo de cultivo (T)
corresponde a los dias 4 y 7. Los niimeros en italica representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

M T 1 2 3 4
1 “ 4 0.000* 0.000* 0.000*
2 “2f 7 0.000* 0.000* 0.000*
3 “f” 4 0.000* 0.000* 0.000*
4 “2 7 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.



Anexo 29.g. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitratos (NOs), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s”, Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C y el
factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los numeros en italicas representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

I C T 1 2 3 4 5 6 7 8

1 100 20 4 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000*
2 100 20 7  0.000* 0.000* 0.801 0.000* 0.057 0.000* 0.000*
3 100 25 4 1.000 0.000* 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000*
4 100 25 7  0.000* 0.801 0.000* 0.000* 0.001 0.000* 0.000*
5 300 20 4 1.000 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 1.000 0.000*
6 300 20 7 0.000* 0.057 0.000* 0.001 0.000* 0.000* 0.002*
7 300 25 4 1.000 0.000 1.000 0.000* 1.000 0.000* 0.000*
8 300 25 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.002* 0.000*

* Diferencia significativa.



102

Anexo 30. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de ortofosfatos (PO4), en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y

los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P
I 1359429 0.000*

°C 53.24 0.000*

M 246.02 0.000*

T 89926.20  0.000*
I/°C 653789.35 0.000*
I/'M 570.70 0.000*
‘C/M 157.28 0.000*
I/T 1254.81 0.000*
‘C/T 53.14 0.000*
M/T 246.56 0.000*
I/°C/M 76836.75  0.000*
I/°C/T 390.01 0.000*
I/M/T 570.09 0.000*
‘C/M/T 157.71 0.000*
I/°C/M/T 1254.41 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 30.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos
(PO4) en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100y 300 uE m™s™.

| 100 300
100 0.000*
300 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 30.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos
(POy), en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de

20y 25 °C.
°C 20 25
20 0.001*
25 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 30.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos

(POy), en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f”y “2f”.

M “f” “Zf’,
“ 0.000*
" i 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 30.d. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos

(PO4), en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4y 7.

T 4 7
4 0.001*
7 0.001*

* Diferencia significativa.

Anexo 30.e. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos

(PO4), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m™s” y Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20
y 25 °C. Los numeros en itdlica representan los codigos pertenecientes a
cada combinacion.

1 °C 1 2 3 4
1 100 20 0.000* 0.000* 0.000*
2 100 20 0.000* 0.000* 0.000*
3 300 25 0.000* 0.000* 0.000*
4 300 25 0.000* 0.000* 0.000*
* Diferencia significativa.

Anexo 30.f. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos

(PO4), en donde el factor Concentracion de nutrientes (I) corresponde a las
irradiancias 100 y 300 uE m™s™ y Medio de cultivo (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f°. Los numeros en italica
representan los codigos pertenecientes a cada combinacion.

1 M 1 2 3 4
1 100 “f” 0.000* 0.000* 0.000*
2 100 “2f° 0.000* 0.000* 0.004*
3 300 “r 0.000* 0.000* 0.000*
4 300 “2f” 0.000* 0.004* 0.000*

* Diferencia significativa.
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Anexo 30.g. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos

(POy), en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de
20 y 25 °C vy el Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f°. Los numeros en italica
representan los codigos pertenecientes a cada combinacion.

°C M 1 2 3 4
1 20 “ 0.000* 0.000* 0.000*
2 20 “2f” 0.000* 0.000* 0.000*
3 25 “r 0.000* 0.000* 0.000*
4 25 “21” 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 30.h. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos

(POy), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m™s™ y el Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7.
Los numeros en itdlica representan los cddigos pertenecientes a cada
combinacion.

1 T 1 2 3 4
1 100 4 0.000* 1.000 0.000*
2 100 7 0.000* 0.000%* 0.000*
3 300 4 1.000 0.000* 0.000*
4 300 7 0.000* 0.000* 0.000*
* Diferencia significativa.

Anexo 30.i. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos
(POy), en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de
20 y 25 °C y Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los
numeros en

itdlica representan los codigos pertenecientes a cada

combinacion.

°C T 1 2 3 4
1 20 4 0.000* 1.000 0.000*
2 20 7 0.000* 0.000%* 0.000%*
3 25 4 1.000 0.000* 0.000*
4 25 7 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.
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Anexo 30.j. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos
(POy), en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f” y el Tiempo de cultivo (T)
corresponde a los dias 4 y 7. Los niimeros en italica representan los coédigos
pertenecientes a cada combinacion.

M T 1 2 3 4
1 “f 4 0.000* 0.000* 0.000*
2 “2” 7 0.000* 0.000* 0.000*
3 “p 4 0.000* 0.000* 0.000*
4 “2 7 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.



Anexo 30.k. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos (POy), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s™, Temperatura ("C)y Concentracion de nutrientes (M) corresponde a
“fy “2f”. Los nimeros en italicas representan los codigos pertenecientes a cada combinacion.

I 'C M 1 2 3 4 5 6 7 8
1 100 20 “f 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
2 100 20 <2 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
3 100 25 « 0.000* 0.000* 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 0.000*
4 100 25 <2 0.000%* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.0999
5 300 20 “f 0.000* 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
6 300 20 <2 0.000* 0.001* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.002*
7 300 25 “ 0.002* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
8 300 25 <2 0.000%* 0.000* 0.000* 0.0999 0.000* 0.000* 0.000*
* Diferencia significativa.



Anexo 30.1. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos (PO,), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s”, Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C y el
factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los nimeros en italicas representan los c6digos pertenecientes
a cada combinacion.

I C T 1 2 3 4 5 6 7 8

1 100 20 4 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000*
2 100 20 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
3 100 25 4 1.000 0.000* 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000*
4 100 25 7  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
5 300 20 4 1.000 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 1.000 0.000*
6 300 20 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.002*
7 300 25 4 1.000 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000* 0.000*
8 300 25 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.



Anexo 30.m. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos (PO4), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s™, concentracién de nutrientes (M) corresponde a “f” y “2f” y el factor
Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los numeros en itdlicas representan los codigos pertenecientes a
cada combinacion.

| M T 1 2 3 4 5 6 7 8

1 100 “ 4 0.000* 0.000* 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 0.000*
2 100 «2f 7  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
3 100 “” 4  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 1.000 0.000*
4 100 <22 7  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
5 300 “f 4 1.000 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
6 300 «2f” 7  0.000%* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.933
7 300 “” 4  0.000* 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
8 300 «2 7  0.000%* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.933 0.000*

* Diferencia significativa.



Anexo 30.n. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos (PO4), en donde el factor Temperatura (°C)
corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C, Concentracion de nutrientes (M) corresponde a “f” y “2f” y el factor Tiempo
de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los nimeros en italicas representan los codigos pertenecientes a cada

combinacion.

‘C M T 1 2 3 4 5 6 7 8
1 20 “f” 4 0.000* 0.000* 0.000* 1.000 0.000%* 0.000%* 0.000%*
2 20 <2 7  0.000* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%*
3 25 <« 4  0.000* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 1.000 0.000%*
4 25 <2 7  0.000%* 0.000* 0.000* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%*
5 20 “” 4 1.000 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%*
6 20 <2 7  0.000* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%*
7 25 «“ 4  0.000* 0.000%* 1.000 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%*
8 25 <« 7  0.000* 0.000* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%* 0.000%*

* Diferencia significativa.



Anexo 30.1. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de ortofosfatos (POy), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™ s, Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C, la
Concentracion de nutrientes (M) corresponde a “f” y “2f” y el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4y 7.
Los niimeros en italicas representan los cddigos pertenecientes a cada combinacion.

1 ‘C M T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000% 1.000 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000*

1 100 20 f 4

2 100 20 f 7 0.000* 0.000*  0.000%  0.000% 0.000% 0.000* 0.000% 0.000¥ 0.000* 0.000% 0.000% 0.000¥ 0.000¥ 0.000* 0.000*
3 100 20 2f 4 0.000*  0.000%* 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*
4 100 20 2f 7 0©:000% 0.000*% 0.000* 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000*% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 1.000 0.000*  0.000*
5 100 25 f 4 1000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000*¥  0.000*  0.000%  1.000 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000*
6 100 25 f 7 0.000*  0.000*  0.000* 0.000%  0.000* 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
7 100 25 2f 4 0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*
8 100 25 2f 7 0.000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*  0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.999
9 300 20 f 4 1000 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 1.000 0.000*  0.000%* 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000*
0 300 20 f 7 0.000*  0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
11 300 20 2f 4 0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*
12 300 20 2f 7 0:000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000% 0.000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*  0.000*  0.000*  0.000%*
13 300 25 f 4 1000 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000*  0.000*  0.000*
14 300 25 f 7 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000%¥  0.000*
0.000*  0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000*

15 300 25 2f 4

16 300 25 2f 7 0:000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000% 0.000% 0.999 0.000*  0.000*  0.000* 0.000% 0.000* 0.000*% 0.000*

* Diferencia significativa.
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Anexo 31. Resumen del analisis factorial (ANOVA) de nitritos (NOj), en donde se
muestran el valor de F y P para los distintos factores: Irradiancia (I),
Temperatura (°C), Concentracion de nutrientes (M), Tiempo de cultivo (T) y
los niveles de interaccion (P<0.05).

Factores F P

I 2549.60  0.000*

°C 32.05 0.000%*

M 474.00 0.000*

T 15594.00 0.000*
I/°C 0.00 1.000

I/M 218.31 0.000*
‘C/M 2.60 0.117

I/T 2549.60  0.000*

‘C/T 32.05 0.000*
M/T 474.00 0.000*
I1/°C/M 35.26 0.000*

I/°C/T 0.00 1.000
I/M/T 218.31 0.000*
‘C/M/T  2.60 0.117

I/°C/M/T 3526 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 31.a. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos
(NOy), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 uE m™s™.

| 100 300
100 0.000*
300 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 31.b. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos
(NOy), en donde el factor Temperatura (T) corresponde a los intervalos de

20y 25 °C.
°C 20 25
20 0.001*
25 0.001*

* Diferencia significativa.
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Anexo 31.c. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos

(NOy4), en donde el factor Medio de cultivo (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f”y “2f”.

M “f” “219,
“ 0.000*
" i 0.000*

* Diferencia significativa.

Anexo 31.d. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos

(NO,), en donde el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y
7.

T 4 7
4 0.001*
7 0.001*

* Diferencia significativa.

Anexo 31.e. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos

(NOy), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m? s' y Medio de cultivo (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f°. Los numeros en italica
representan los codigos pertenecientes a cada combinacion.

1 M 1 2 3 4
1 100 “ 0.000* 1.000 0.000*
2 100 “21” 0.000* 0.000* 0.004*
3 300 “p 1.000 0.000* 0.000*
4 300 “21” 0.000* 0.004* 0.000*
* Diferencia significativa.

Anexo 31.f. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos

(NOy), en donde el factor Irradiancia (I) corresponde a las irradiancias de
100 y 300 pE m™?s™ y el Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7.
Los numeros en itdlica representan los cddigos pertenecientes a cada
combinacion.

1 T 1 2 3 4
1 100 4 0.000* 1.000 0.000*
2 100 7 0.000* 0.000* 0.000*
3 300 4 1.000 0.000%* 0.000*
4 300 7 0.000* 0.000* 0.000*
* Diferencia significativa.
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Anexo 31.g. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos
(NOy), en donde el factor Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de
20 y 25 °C y Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los
numeros en itdlica representan los codigos pertenecientes a cada

combinacion.
°C T 1 2 3 4
1 20 4 0.000* 1.000 0.000*
2 20 7 0.000* 0.000* 0.000%*
3 25 4 1.000 0.000* 0.000*
4 25 7 0.000* 0.000* 0.000%*

* Diferencia significativa.

Anexo 31.h. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos
(NOy), en donde el factor Concentracion de nutrientes (M) corresponde a las
concentraciones de los medios “f” y “2f” y el Tiempo de cultivo (T)
corresponde a los dias 4 y 7. Los niimeros en italica representan los codigos
pertenecientes a cada combinacion.

M T 1 2 3 4
1 “p 4 0.000* 1.000 0.000*
2 “2” 7 0.000* 0.000* 0.000*
3 “p 4 0.000* 0.000* 0.000*
4 “2f 7 1.000 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.



Anexo 31.i. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos (NOy), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s”, Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C y el
factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los nimeros en italicas representan los codigos pertenecientes
a cada combinacion.

I C T 1 2 3 4 5 6 7 8

1 100 20 4 0.000* 0.981 0.999 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
2 100 20 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
3 100 25 4 0.981 0.000* 0.999 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
4 100 25 7 0.997 0.000* 0.999 0.000* 0.000%* 0.000* 0.000*
5 300 20 4 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
6 300 20 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.999
7 300 25 4 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
8 300 25 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000%* 0.000* 0.999 0.000*

* Diferencia significativa.



Anexo 31.j. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos (NOy), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™ s, la Concentracion de nutrientes (M) corresponde a “f” y “2f” y el
factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4 y 7. Los nimeros en italicas representan los codigos pertenecientes
a cada combinacion.

1 M T 1 2 3 4 5 6 7 8
1 100 “ 4 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000*
2 100 «2f 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
3 100 “f 4 1.000 0.000* 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000*
4 100 <2 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
5 300 “f 4 1.000 0.000* 1.000 0.000* 0.000* 1.000 0.000*
6 300 «2f” 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
7 300 “f 4 1.000 0.000* 1.000 0.000* 1.000 0.000* 0.000*

8 300 «2f” 7 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*

* Diferencia significativa.




Anexo 31.k. Resumen de la prueba a posteriori de Tukey HSD (P<0.05) de nitritos (NOy4), en donde el factor Irradiancia (I)
corresponde a las irradiancias 100 y 300 pE m™s”, Temperatura (°C) corresponde a los intervalos de 20 y 25 °C, la
Concentracion de nutrientes (M) corresponde a “f” y “2f” y el factor Tiempo de cultivo (T) corresponde a los dias 4y 7.
Los niimeros en italicas representan los cddigos pertenecientes a cada combinacion.

1 ‘C M T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*

1 100 20 f 4

2 100 20 f 7 0.000* 0.000*  0.000*  0.000% 0.992 0.000*  0.992 0.000*¥  0.000*  0.000*% 0.000% 0.000* 0.000¥ 0.000% 0.000*
3 100 20 2f 4 1000 0.000%* 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*
4 100 20 2f 7 0©:000% 0.000*% 0.000* 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000*% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 1.000 0.000*  0.000*
5 100 25 f 4 1000 0.000*  0.000*  0.000* 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*
6 100 25 f 7 0.000*  0.992 0.000*  0.000%  0.000* 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
7 100 25 2f 4 1000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000* 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*
8 100 25 2f 7 0.000% 0992 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000* 0.000*  0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.999
9 300 20 f 4 1000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000* 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*
0 300 20 f 7 0.000*  0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
11 300 20 2f 4 1000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000* 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*
12 300 20 2f 7 0:000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000% 0.000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000 0.000*  0.000*  0.000*  0.999
13 300 25 f 4 1000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000* 0.000*  1.000 0.000*
14 300 25 f 7 0.000*  0.000*  0.000* 1.000 0.000*  0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000%¥  0.000*
1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000*  1.000 0.000%* 0.000*

15 300 25 2f 4

16 300 25 2f 7 0:000% 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000% 0.000% 0.999 0.000*  0.000*  0.000*  0.999 0.000*  0.000*  0.000*

* Diferencia significativa.
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