Centro de Investigacion Cientificay de Educacion
Superior de Ensenada, Baja California

-

(_

CICESE

Programa de Posgrado en Ciencias de
la Vida con Orientacion en Microbiologia

Aislamiento y caracterizacion bioquimica de microalgas de
Baja California como alternativas para la produccion de
lipidos

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Doctor en Ciencias

Presenta
Socorro Jiménez Valera

Ensenada, Baja California, México
2016



Tesis defendida por

Socorro Jiménez Valera

y aprobada por el siguiente Comité

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra

Director del Comité

Dra. Elizabeth Ponce Rivas
Dra. Ernestina Castro Longoria
Dra. Ana Elena Escalante Hernandez

Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Coordinadora del Posgrado en Ciencias de la Vida

Dra. Rufina Hernandez Martinez
Directora de Estudios de Posgrado

Socorro Jiménez Valera © 2016
Queda prohibida la reproduccién parcial o total de esta obra sin el permiso formal y explicito del autor



i
Resumen de la tesis, que presenta Socorro Jiménez Valera como requisito parcial

para la obtencion del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida con
orientacién en Microbiologia

Aislamiento y caracterizacion bioquimica de microalgas de Baja California como
alternativas para la produccion de lipidos

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Directora de Tesis

En México existe una gran diversidad de microalgas con enorme potencial de uso en
areas como la acuicultura, siendo importante realizar aislamiento de microalgas para
obtener cultivos monoespecificos y caracterizar su crecimiento y fisiologia para su
posterior aprovechamiento. El objetivo de esta investigacion fue aislar especies de
microalgas de la Peninsula de Baja California para la produccion de lipidos al ser
mantenidas en distintas condiciones de cultivo. A partir de muestras de agua obtenidas
en diversas localidades de la Peninsula de Baja California, se aislaron 21 especies de
microalgas. La localidad de Ensenada presentd el mayor numero de especies de
microalgas aisladas. El tamafio de las especies aisladas varié entre 0.75 pm a 193.13
um. La mayor densidad celular de las especies evaluadas la obtuvo la cianofita
Aphanocapsa marina (11.92 x 10° células ml™), y la mayor tasa de crecimiento fue
obtenida por la cianofita Komvophoron sp. (2.98 divisiones dia™).

La composicion proximal fue diferente entre las distintas especies aisladas y entre las
fases de crecimiento. El mayor contenido de lipidos fue obtenido por Amphora sp. (cepa
3) (57.7%), en la fase exponencial de crecimiento. Durante la fase estacionaria
Cymbella sp. (cepa 2) mostré el mayor contenido de carbohidratos (47.5%) y de
proteinas (39.5%). La composicion de acidos grasos de las 21 especies aisladas vari6
entre las diferentes clases taxondmicas, el grupo de las diatomeas obtuvo altos
porcentajes de &cidos grasos polinsaturados (n-3 y n-6), los cuales variaron entre
23.4% a 60.7%.

Se realizdé un ensayo de toxicidad con nauplios de Artemia franciscana utilizando el
medio residual de las microalgas aisladas, y ninguna de las especies fue téxica. Con
base en los resultados de crecimiento y de composicion bioquimica de las 21 especies
aisladas, se eligieron a las especies Aphanocapsa marina, Tetraselmis suecica,
Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3), para cultivarlas a diferentes condiciones de
temperatura (20 y 25°C), irradiancia (100 y 200 pE m™? s™) y aporte de nitrégeno
(NaNO3; y NH4NO3) para evaluar la produccion de lipidos. Fue Aphanocapsa marina
cultivada con nitrato de sodio, a una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de 200 pUE
m? s™ quien obtuvo el mayor crecimiento (0.57 divisiones dia™) y Tetraselmis suecica
obtuvo el mayor contenido de lipidos (17.6%). La mayor produccion de acidos grasos
en las especies cultivadas fue a una temperatura de 25 °C y una irradiancia de 100 pE
m? sy con aporte de nitrato de amonio. Los &cidos grasos 16:0, 16:1n-7cis y 20:5n-3
presentaron un alto contenido en las cuatro especies estudiadas y en todas las
condiciones experimentales. Se realizO un bioensayo usando Tetraselmis suecica y
Navicula sp. (cepa 3) para evaluarlas como alimento para cultivos de rotiferos
(Brachionus plicatilis) y la mayor tasa de crecimiento, densidad de rotiferos y
composicion proximal fue obtenida al suministrar como alimento a la microalga
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Abstract of the thesis presented by Socorro Jiménez Valera as a partial requirement to
obtain the Doctor of Science degree in Life of Sciences with orientation in Microbiology

Isolation and biochemical characterization of microalgae of Baja California as
alternatives for the production of lipids

Abstract approved by: Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Thesis director

In Mexico there is a great diversity of microalgae with great potential use in areas such
as aquaculture, whereby it is very important to isolate microalgae species, to obtain
monospecific cultures and characterize their growth and physiology for subsequent use.
The objective of this research was to isolate microalgae species from the Peninsula of
Baja California for the production of lipids on being maintained in different growing
conditions. From water samples obtained at different sites in the Peninsula of Baja
California, 21 species of microalgae were isolated. The locality of Ensenada showed the
highest number of isolated microalgae species. The size of the isolated microalgae
species varied between 0.75 pm to 193.13 um. The highest cell density of all species
evaluated was obtained from the cyanophyte Aphanocapsa marina (11.92 x 10° cells ml
1y, and the highest growth rate was obtained from the cyanophyte Komvophoron sp.
(2.98 divisions day ™).

The proximal composition was different among different species of isolated microalgae
and between growth phases. The highest lipid content was obtained from Amphora sp.
(strain 3) (57.7%), in the exponential phase of growth. During the growth stationary
phase Cymbella sp. (strain 2) sp. obtained the highest carbohydrate content (47.5%)
and protein (39.5%). The fatty acid composition of the 21 species isolated varied among
the different taxonomic classes and the group of diatoms obtained high percentages of
polyunsaturated fatty acids (n-3 and n-6) ranging from 23.4% to 60.7%. A toxicity test
was performed using the residual medium of isolated microalgae and with Artemia
franciscana nauplii, and none of the species was toxic.

Based on the results of growth and biochemical composition of the 21 species isolated,
the species Aphanocapsa marina, Tetraselmis suecica, Heterococcus sp and Navicula
sp. (strain 3), were chosen to be cultivated at different temperature conditions (20 y 25
°C), irradiance (100 y 200 pE m™? s) and nitrogen input conditions (NaNO; and
NH4NO3) to evaluate the lipid production. Aphanocapsa marina was cultivated with
sodium nitrate, to a temperature of 20 °C and an irradiance of 200 HE m? s™, which
obtained the highest growth (0.57 divisions day ™) and Tetraselmis suecica obtained the
highest lipid content (17.6%). The highest fatty acids production in the four species
cultivated was to a temperature of 25 °C and irradiance of 100 pE m? s and with an
input of ammonium nitrate. Fatty acids 16:0, 16:1n-7cis and 20:5n-3 showed a high
content in the four species and in all experimental conditions. A bioassay was performed
using the species Tetraselmis suecica and Navicula sp. (strain 3) to be evaluated as
food for cultures of rotifers (Brachionus plicatilis). The highest growth rate, rotifer density
and proximal composition were obtained when given as food to the microalga
Tetraselmis suecica.
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Based in the results of growth and biochemical composition was concluded that all the
isolated microalgae species have the potential to be used as food in aquaculture
whether it be as a component of a mixed diet or as sole ingredient, being the specie
Tetraselmis suecica the one with the highest lipid production of all the isolated species.

Keywords: Isolated, Growth, Proximal composition, Lipids, Fatty acids.
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1. Introduccion

Las microalgas son un grupo de microorganismos fotosintéticos que agrupa tanto a las
cianobacterias (procariotas) como a las eucariotas, estos organismos tienen un papel
ecolégico importante ya que son capaces de fijar CO,, producir oxigeno y son la base
de la cadena alimenticia acuatica (Lee y Lee 2001, 2002; Wehr, 2003; Gomez-Luna,
2007).

Se ha evaluado que existen alrededor de doscientas mil especies de microalgas, cuya
distribucién y amplio rango de metabolismos les permite ser un grupo heterogéneo
(Kyle, 1989; Pulz y Gross, 2004). Debido a que las microalgas son uno de los grupos de
organismos vegetales mas diversos en formas, tamafios, estrategias fisiologicas y de
crecimiento son un recurso con gran potencial de aplicaciones acuicolas,

biotecnolégicas y farmacéuticas (Pulz y Gross, 2004; Andersen, 2005).

Esta gran diversidad de especies de microalgas se debe a la variabilidad de habitats en
donde se les encuentra y a su tolerancia a los factores ambientales, como son: la
concentracion y forma quimica de los nutrientes, la temperatura, la luz, la salinidad, y el
pH. La diversidad de especies de microalgas también es influenciada por las
variaciones geograficas, estacionales, diurnas, y verticales en la columna de agua
(Metting, 1996; Sanchez-Molina et al., 2007). En los tropicos, debido a que las
variaciones estacionales son cortas, hay mayor diversidad de especies, ya que las
diferentes especies de microalgas pueden coexistir durante mucho tiempo, mientras
qgue en las latitudes altas hay menos diversidad de especies debido a que los cambios

estacionales son menores (Reynolds, 2006).

Como consecuencia de las variaciones en el ambiente y a la estacionalidad, las
microalgas han desarrollado diversas estrategias para aprovechar las ventajas de cada
uno de los ambientes que habitan, para asi poder crecer rapidamente y adaptarse a las
condiciones ambientales. Esta adaptabilidad ha permitido que las microalgas puedan
vivir tanto en ambientes acuaticos como terrestres, en sistemas marinos y
dulceacuicolas y en ambientes extremos desde muy calidos como zonas hidrotermales

hasta en glaciares (Metting, 1996).
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Es importante hacer una bioprospeccion en diferentes tipos de ambientes para poder
conocer la diversidad de especies y realizar aislamiento de microalgas para tener
cultivos monoespecificos de las especies dominantes y tolerantes para conocer su
respuesta fisiolégica en ambientes controlados. Al aislar una especie de microalga, se
debe cultivar sin la interferencia de otros organismos, ya que el establecimiento y
crecimiento exitoso de un cultivo de una sola especie bajo condiciones de laboratorio,
dependera si las condiciones ambientales sean las propicias para su mantenimiento
(Metting, 1996; Rosales et al., 2005; Ratha et al., 2012).

Hasta donde se conoce, existen entre 200,000 y 800,000 especies de microalgas, de
las cuales alrededor de cinco mil especies han sido aisladas, pero solo un nimero
reducido de especies de microalgas han sido caracterizadas bioquimica o
fisiol6gicamente, se estima que menos del 1% han sido aisladas para uso farmacéutico
(Kyle, 1989; Pulz y Gross, 2004, Natrah et al., 2007; Hernandez-Carlos y Gamboa-
Angulo, 2011).

Uno de los grupos taxondémicos mas abundantes en los océanos son las diatomeas, se
calcula que proporcionan hasta un 45% del total de la produccién primaria oceanica y
pueden vivir en cualquier tipo de ambiente lo que permite ser un recurso importante

para su aislamiento (Round et al., 1990; Mann, 1999).

Otro grupo importante por su abundancia son las cianobacterias las cuales poseen
caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas que les permiten adaptarse y sobrevivir bajo
condiciones ambientales extremas como desiertos, aguas termales y hasta en lagos
alcalinos (Pulz y Gross, 2004; Rosales et al., 2005). Por la capacidad de las
cianobacterias de colonizar diversos ambientes acuéticos, ha sido de gran interés el
aislamiento y la evaluacion de las caracteristicas bioquimicas vy fisioldégicas de estos
organismos (Mora et al., 2002). Las cianobacterias son fuentes utiles de pigmentos,
exopolisacaridos, proteinas y otros metabolitos que pueden ser obtenidos por distintas

técnicas.

En México existen pocos grupos de investigacion dedicados al estudio y conservacion
de las especies de microalgas. En los ultimos 10 afios se han incrementado los grupos

dedicados a este tipo de estudios y se considera que solo alrededor del 10% de las
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especies de microalgas existentes en los sistemas acuaticos, han sido estudiadas con
la finalidad de conocer su fisiologia y su potencial para el cultivo de producciéon de

biomasa con fines comerciales (Mora et al., 2002).

Factores ambientales y su influencia en la calidad de los cultivos de microalgas

La calidad de un cultivo de microalgas y su productividad dependen de las
caracteristicas fisiolégicas de cada especie, asi como de un conjunto de factores
ambientales importantes para su crecimiento. Entre los factores ambientales que
afectan el crecimiento y la composicion quimica de las microalgas se encuentran los
requerimientos fisicos y quimicos tales como: la irradiancia, la composicion espectral de
la luz, la temperatura, el carbono, la salinidad, el pH, y entre los requerimientos
nutritivos se encuentra el tipo y la concentracién de nutrientes (Bjorn et al., 1996; Mora
et al., 2002; Rosales et al., 2006).

Algunas especies de microalgas han desarrollado diferentes estrategias adaptativas en
respuesta al estrés provocado por los factores fisicoquimicos, algunos de estos cambios
se producen en la morfologia y en la fisiologia. Estos cambios adaptativos incluyen la
tasa de crecimiento (Thompson y Guo, 1992 a, b; Carvalho y Malcata, 2003), el
volumen celular, la composicion bioquimica (Renaud et al., 1991), la composicion de
pigmentos (Eriksen e Iversen, 1995; Sciandra et al., 2000), la actividad fotosintética y el

metabolismo del carbono (Turpin, 1991).

La luz provee la energia para el crecimiento de las microalgas y es indispensable para
el desarrollo de células fotoautotréficas, por lo que es un factor importante en el
crecimiento. La eficiencia de la utilizacién de la luz, depende de las caracteristicas
fisiolégicas de las células para poder utilizarla con distintas irradiancias y composicion
espectral (Rivkin, 1989; Rodriguez et al., 2000). Por efecto de la cantidad de luz se
producen importantes modificaciones en la tasa de crecimiento, en la sintesis de

pigmentos y en la composicion proximal de las células microalgales (Andersen, 2005).

La composicién de 4cidos grasos se ve modificada por efecto de la irradiancia a la cual

estdn expuestas las células microalgales. En los cultivos de diatomeas bentdnicas
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(Amphora sp.), al ser cultivadas al exterior sintetizaron una mayor produccion de acidos
grasos saturados, mientras que la clorofita Parietochloris incisa al ser cultivada a una
baja irradiancia 35 JE m™?s™* tuvo una mayor produccion de &cido araquidénico (de la
Pefia, 2007; Solovchenko et al., 2008). La composicion de acidos grasos en diversas
especies de microalgas también se ve modificada por la exposicion a los rayos
ultravioleta (UV) y producen un efecto sobre los PUFAs (Acidos Grasos Poliinsaturados,
por sus siglas en inglés), ya sea acumulando el nimero de dobles enlaces de carbono
(aumento del grado de insaturacion de los lipidos), por la oxidacion de acidos grasos, o
afectando diversas enzimas (rubisco, anhidrasa carbdnica) y rutas metabdlicas que
intervienen en la sintesis de acidos grasos (Rech et al., 2005; Leu et al., 2006;
Guihéneuf et al., 2010). La respuesta de las microalgas a la exposicion de rayos
ultravioleta es especie especifica, causando que aumenten o disminuyan los acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) dependiente de las caracteristicas fisiologicas de la
especie (Jun-hui y Chi-Keung, 2011, Guihéneuf et al., 2010).

La salinidad es un factor que influye en el crecimiento, la distribucion y la composicion
de las microalgas, muchas especies (diatomeas, clorofitas y cianobacterias) son
tolerantes a altas concentraciones y a amplias fluctuaciones de salinidad, como
Dunaliella salina y Asteromonas gracilis que son microalgas halotolerantes, capaces de
almacenar grandes cantidades de glicerol intracelular para mantener su balance
osmotico. Ante un estrés salino, las microalgas presentan una serie de cambios en la
fotosintesis, en la fotorespiracion, en la sintesis de aminoacidos y acumulan metabolitos
organicos que contribuyen a regular su presion osmotica interna. Sin embargo, se
conoce poco sobre las estrategias fisioldgicas y ecolégicas de muchas especies que
viven en estos ambientes hipersalinos (Ben-Amotz y Avron, 1983; Mishra et al., 2008;
Garza-Sanchez et al., 2009).

La temperatura es otro pardmetro clave en la distribucion y abundancia de las especies
de microalgas, ya que controla el metabolismo y las tasas de todas las reacciones
bioquimicas, 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; Simental-Trinidad et al., 2001; Carvalho y Malcata, 2003). La temperatura

influye en el tipo de acidos grasos que son sintetizados por parte de las microalgas, y
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tiene un efecto sobre la fluidez de la membrana plasmatica como en la microalga
heterotréfica Aurantiochytrium sp. que al ser cultivada a 10 °C sintetiz6 un mayor
contenido de acido docosahexaenoico (DHA, por sus siglas en inglés) (Renaud et al.,
1995; Taoka et al., 2009).

Dentro de los requerimientos nutritivos, los macronutrientes son utilizados para
sintetizar compuestos organicos, y los micronutrientes se requieren principalmente
como catalizadores (Prieto et al., 2005). La cantidad y la forma quimica de los nutrientes
disponibles en el medio afectan diversos procesos fisiologicos de las microalgas, ya que
las tasas fotosintéticas y de respiracion disminuyen a medida que aumenta la
deficiencia del nutrimento (Darley, 1987). La deficiencia de nitrogeno en el medio
provoca el cese del crecimiento e influye en la composicion bioguimica de las
microalgas, porque al haber menos nitrdgeno hay una menor produccién de proteinas y
en consecuencia aumentan los lipidos (Lourenco et al., 2002; Su et al., 2011). Tal como
ocurrié en un estudio realizado por Huang et al. (2013) con las especies Tetraselmis
subcordiformis, Nannochloropsis oculata y Pavlova viridis al ser cultivadas sin adicion
de nitrogeno en el medio de cultivo, obteniendo un cese de crecimiento y un aumento

en la produccion de lipidos.

Las microalgas usualmente tienen preferencia por utilizar NH*4 respecto a otros aportes
nitrogenados, debido al menor gasto metabdlico que se requiere para su incorporacion
y utilizacién, ya que usualmente las distintas formas quimicas del nitrdgeno son

reducidas para realizar la biosintesis de amino&cidos (South y Whittick, 1987).

Hay diversos trabajos sobre los efectos individuales de la luz, la salinidad, los nutrientes
y la temperatura sobre la composicion bioquimica de las microalgas. Sin embargo, hay
poca informacion sobre la interaccion de tres o mas variables y su efecto sobre su
fisiologia. Ademés que las respuestas de las microalgas al efecto de estas variables es
especie-especifica (Redalje y Laws, 1983, Bouterfas et al., 2002, Sandnes et al., 2005;
Natrah et al., 2007).

El conocimiento de la fisiologia de las microalgas permitirA manipular su capacidad de
respuesta a distintas variables ambientales, en relacion a la produccién de distintos

componentes celulares e.g. proteinas, carbohidratos, lipidos y por ende se podra
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evaluar que vias metabdlicas contribuyen a la sintesis de los constituyentes celulares y
como pueden ser adaptadas o modificadas para incrementar la produccion de un

determinado componente celular (Oliveira et al., 1999).

Importancia de las microalgas en la industria alimentaria

La teoria nutricional moderna ha centrado su atencion sobre los numerosos beneficios a
la salud humana por efecto de la alimentacion y por mantener los niveles adecuados de
n3-PUFA. La principal fuente de &cidos grasos poliinsaturados como el acido
eicosapentaenoico (EPA por sus siglas en inglés, C20:5n3) y el acido
docosahexaendico (DHA, C22:6n3) son los aceites de pescado de origen marino, pero
debido a la gran demanda por parte de la industria alimenticia y a la sobre extraccion de
peces, el aceite de pescado es un recurso que esta declinando en su produccién, por lo
gque se hace necesario buscar fuentes alternativas de acidos grasos como las

microalgas (Hinzpeter et al., 2006; Patil et al., 2007).

Las microalgas tienen un alto valor nutricional debido a su composicion proximal,
pueden contener entre el 30% al 65% de su peso seco total como proteina, hasta 53%
de lipidos ricos en &cidos grasos insaturados y hasta 58% de carbohidratos (Mora et al.,
2002). El contenido proximal de las distintas especies de microalgas puede variar segun
las condiciones de cultivo, la especie y la etapa de cultivo, ademas de las

caracteristicas de cada especie de microalga (Brown, 2002).

La composicion lipidica de las microalgas tiene constituyentes similares a los de aceites
vegetales y el contenido de lipidos tiende a ser inversamente proporcional a la tasa de
crecimiento microalgal, con grandes acumulaciones durante la fase estacionaria y
senescente (Hinzpeter et al., 2006; Zepka et al., 2007). Los lipidos de las microalgas
son principalmente ésteres de glicerol y acidos grasos de cadena larga C14 a C22, y

éstos pueden ser saturados e insaturados (Metting, 1996).

En general los lipidos obtenidos de las microalgas no poseen el olor y sabor
caracteristicos del aceite de pescado, por lo que se reduce el riesgo de una

contaminacion quimica y mejora el potencial de purificacién contrario a lo que ocurre en
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el proceso de purificacion del aceite de pescado en el cual la refinacion del aceite
involucra un tratamiento quimico que afecta la calidad del aceite (Pulz y Gross, 2004;
Guedes et al., 2011). Los lipidos de las microalgas son mas estables a la degradacion
oxidativa que los lipidos obtenidos de otras fuentes naturales, ya que las microalgas
tienen agentes antioxidantes que evitan la degradacién (Hinzpeter et al., 2006; Natrah
et al., 2007). Ademas, los lipidos tienen una mayor estabilidad en comparacién con los
PUFA tradicionales, provenientes de peces marinos porque naturalmente son ricos en
carotenoides, antioxidantes y vitaminas (Patil et al., 2007).

El porcentaje total de lipidos como lipidos neutrales, glicolipidos y fosfolipidos varia
entre y dentro de los grupos taxonémicos, ya que pueden existir diferencias entre
microalgas de la misma clase, ademas de que el contenido de lipidos varia de acuerdo
a las condiciones de cultivo y a la fase de crecimiento en la que se encuentre (Metting,
1996; Brown, 2002; Chia-Hung et al., 2011). Por ejemplo, el contenido lipidico de las
cianobacterias lo constituyen ésteres de glicerol y &cidos grasos de cadena larga C14 a
C24 presentando entre el 25% y 60% de enlaces insaturados (Zepka et al., 2007). El
dinoflagelado marino Crypthecodinium cohnii puede contener hasta mas del 40% de
lipidos de su peso seco total, con alto contenido de DHA (40% del total de &cidos

grasos) (Mendoza et al., 2008).

Las microalgas oleaginosas (Nannochloris, Chlorella, Isochrysis y Nannochloropsis) han
recibido mayor atencién en la investigacion, debido a su alto contenido de lipidos y
mayor tasa de produccién principalmente de triglicéridos (Chia-Hung et al., 2011). La
mayoria de las especies de microalgas tienen de moderado a alto porcentaje de acido
eicosapentaendico (EPA, C20:5n3), las Prymnesiofitas tienen de 7-34% (Pavlova spp. e
Isochrysis sp. (T.ISO)), las Cryptomonadas son relativamente ricas en &cido
docosahexaendico (DHA, C22:6n3) (0.2% a 11%), las Eustigmatofitas (Nannochloropsis
spp.) y las diatomeas tienen altos porcentajes de acido araquidénico (ARA por sus
siglas en inglés, C20:n6) (0% a 4%) (Brown, 2002).

Debido a su alto valor nutricional y a su habilidad de sintetizar y acumular grandes
cantidades de n3-PUFA, actualmente las microalgas son cultivadas a nivel industrial
para su uso en la alimentacion de organismos acuaticos cultivados, siendo las

diatomeas las microalgas mas utilizadas ya que acumulan mas lipidos comparado con
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el grupo de las clorofitas y las cianobacterias que tienden acumular carbohidratos
(Pratoomyot et al., 2005; Patil et al., 2007).

Aungue las microalgas tienen una alta biodiversidad, existe un numero limitado de
especies de microalgas que han sido estudiadas y analizadas para la produccion de
lipidos en la alimentacion animal y humana. Por lo anterior, el primer paso para la
eleccion de especies ricas en lipidos, es el aislamiento, posteriormente realizar cultivos
monoespecificos, y asi elegir las microalgas con altas tasas de crecimiento y con un
alto contenido de lipidos, que sean facil de cosechar y principalmente aislar especies
locales a la zona en donde sean utilizadas. Ademas con el aislamiento de especies de
microalgas locales, se evita la transfloracion de especies, ya que los organismos
estardn mejor adaptados a las condiciones del medio ambientales del sitio en donde
fueron aisladas (Yen et al., 2011; Chaichalerm et al., 2012).

Valor nutricional de la microalgas en la Acuicultura

En la acuicultura, las microalgas son muy importantes debido a que son utilizadas como
alimento vivo en las etapas tempranas (larval y juvenil) de la mayoria de las especies
acuaticas en cultivo, como son abulén, crustaceos, algunas especies de peces. En el
caso de los moluscos bivalvos (ostras, almejas, mejillones), las microalgas son
consumidas en todas las etapas de vida (Zhu et al., 1997; Brown, 2002; Mendoza et al.,
2008). Las microalgas también son usadas como alimento en la produccién de
zooplancton (artemia, rotiferos, copépodos) ya sea como dieta unialgal o en dietas
mixtas para evitar deficiencias nutricionales principalmente de acidos grasos
poliinsaturados (n3 y n6) (Conceicao et al., 2010; Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). Los
rotiferos son los organismos mas utilizados como alimento vivo para larvas de peces y
crustaceos en cultivo, debido a que se reproducen rapidamente, son resistentes y se
pueden cultivar a gran escala en condiciones controladas de crecimiento (James et al.,
1983).

El valor nutricional de las microalgas varia significativamente entre especies y segun las
condiciones del cultivo. Algunos de los factores que se tienen que considerar para

utilizar a las microalgas como alimento son el tamafo, la forma, la digestibilidad
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(relacionado con la estructura y composicion de la pared celular), la composicion
bioquimica (presencia de nutrientes, enzimas y toxinas) y los requerimientos
alimenticios del organismo que las consumira. Entre las microalgas con buenas
propiedades nutricionales se encuentran Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros muelleri,
Pavlova lutheri, Isochrysis sp. (T-ISO), Nannochloropsis spp. y Thalassiosira
pseudonana (Brown, 2002; Richmond, 2005).

Existen aproximadamente 500 especies de algas incluidas las macroalgas que son
usadas para la alimentacion humana o como complemento alimenticio. Alrededor de
160 especies de microalgas son de valor comercial y principalmente son organismos
gue crecen en ambientes extremos como Spirulina y Dunaliella, o que tienen rapidas
tasas de crecimiento como Chlorella y Scenedesmus (Day et al., 1999; Richmond,
2005). Actualmente el mercado de la biomasa microalgal para uso en la alimentacion
produce alrededor de diez mil toneladas de peso seco total al afio y una ganancia de
USD $10000/tonelada, ademés el 30% de la produccion mundial de microalgas esta

destinada al consumo animal (Benemann, 2013).

En el noreste de México, la produccién de microalgas es una industria en plena
expansion para la produccién de alimento de larvas de camardn en los laboratorios
comerciales acuicolas. Sin embargo, la produccion comercial de microalgas esta
reducida a menos de diez especies entre las mas importantes destaca la especie
Chaetoceros muelleri cuya concentracién media de biomasa esta cercana a 1 x 10°
células mI™* en cultivos masivos al exterior y tiene una produccién de biomasa muy

variable en cada laboratorio (L6pez-Elias et al., 2004).

Colecciones de cepas de microalgas

La mayoria de las microalgas para uso comercial y experimental se obtienen por lo
general de colecciones establecidas de bancos de cepas vivas siendo la mayoria de
paises Europeos y de Estados Unidos de Norteamérica. Hasta donde se conoce, en
México existen cuatro bancos de cepas de microalgas para venta comercial, a saber: 1)
CICESE, 2) Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), y 3) la

Universidad Autonoma Metropolitana (UAM) y la coleccion microbiana del Centro de
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Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-
IPN). Se conoce que existen tres colecciones particulares de microalgas y
cianobacterias (dos en el CICESE y una en la Universidad del Mar, Oaxaca). Las dos
colecciones particulares de CICESE, no realizan venta de cultivos de microalgas y
cianobacterias, pero mantienen para investigacion cepas vivas de microalgas, en el
Departamento de Acuicultura (136 cepas de microalgas y cianobacterias) y en el de
Biotecnologia Marina (20 cepas de cianobacterias). Es relevante contar con este tipo de
ceparios para el estudio y el aprovechamiento de las microalgas en diversas areas. Por
lo anterior, es importante continuar aislando especies de microalgas de poblaciones
naturales locales, ya que se encontrarian mejor adaptadas a las condiciones
ambientales de la zona (Kyle, 1989; Arredondo y Voltolina, 2007).

El realizar cultivos de microalgas, ha permitido tener un mayor conocimiento sobre los
ciclos de vida de diversas especies, han aportado informacion acerca de sus
caracteristicas genéticas y sobre su biologia en lo referente a su morfologia, fisiologia,
toxicidad, requerimientos nutricionales y caracteristicas bioquimicas, también se han
obtenido datos para establecer los limites taxondmicos de muchos taxa (Werner, 1977,
Alveal et al., 1995; Andersen, 2005).

Algunos antecedentes del uso de nuevas especies de microalgas

Algunos de los resultados relevantes obtenidos con nuevas especies de microalgas
aisladas en México y otros paises, al ser mantenidas en condiciones de cultivo se

resumen a continuacion.

En la zona costera de Playitas en Ensenada Baja California, México durante 1989 fue
aislada una especie de Chaetoceros sp., la cual ha sido utilizada en diversos estudios:
para la alimentacion de distintas especies de moluscos e.g. el ostion japonés
(Crassostrea gigas), obteniendo resultados de crecimiento similares a los obtenidas con
las especies tradicionalmente utilizadas en su cultivo (Isochrysis spp.) (Trujillo-Valle,
1993). Sanchez-Saavedra y Voltolina, (1994 y 1996) también utilizaron a esta especie
de Chaetoceros sp. para evaluar la composicion bioquimica al cultivarla en dos
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irradiancias (199 y 498 pE m? s') y con dos calidades de luz (blanca y azul)

concluyendo que la composicion proximal cambio significativamente.

En otro estudio realizado por Sé&nchez-Saavedra y Voltolina (1995) al utilizar a
Chaetoceros sp. como alimento para Artemia franciscana, observaron un incremento
significativo en la longitud de los organismos y alcanzaron la madurez sexual en menor
tiempo, cuando las células provenian de los cultivos mantenidos en luz azul con

respecto al sistema tradicional de cultivo con luz blanca.

En distintas zonas de Baja California, México, fueron aisladas 12 especies de
diatomeas bentdnicas que ya estan siendo utilizadas en la nutricion de postlarvas y
juveniles de distintas especies de abulon (Haliotis spp.) en condiciones de laboratorio y
en granjas comerciales de produccién. Ademas han realizado diversos estudios, en
donde obtuvieron diferencias importantes en la composicion proximal de las distintas
especies de diatomeas, asi como en la calidad nutricional para juveniles de abul6n al
ser suministradas en forma monoespecifica, mixta o bien al enriquecer el valor
nutrimental de macroalgas (Correa-Reyes et al., 2001; Simental y Sanchez-Saavedra,
2003; Simental et al., 2004; Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal, 2004; Carbajal-
Miranda et al., 2005; Chavez-Medrano, 2008; Correa et al., 2009).

Con el proposito de utilizar microalgas para uso en la acuicultura y biotecnologia, asi
como para la remocion de nutrientes y de metales pesados, en el grupo de Biologia y
Cultivo de Microalgas del CICESE, han realizado colectas y aislamiento de especies en
distintas zonas de México en ambientes marinos y dulceacuicolas asociados a
efluentes de granjas de produccion acuicola y efluentes urbanos. Por lo anterior, y por
la busqueda de especies con alto valor nutricional han investigado especies aisladas en
la localidad de Nayarit y Baja California, México (Aguilar-May, 2002; Correa-Reyes et
al., 2001; Sanchez-Alejandro y Sdnchez-Saavedra, 2014). Han evaluado que el cultivo
de Synechococcus elongatus puede ser utilizado como alimento de rotiferos
(Brachionus plicatilis) (Campa-Avila, 2002), asi como para etapas larvales de camaréon
(Litopenaus vannamei) (Moreno-Pérez, 2008) y de Artemia franciscana (Sanchez-
Saavedra et al., 2011). Diversas especies de diatomeas aisladas de Baja California han
sido utilizadas como alimento para postlarvas de abul6n en cultivo (Corre-Reyes et al.,

2001, 2009), ademas se ha estudiado la preservacion de estas diatomeas bentonicas
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hasta por dos afios y su uso como alimento para postlarvas y juveniles de abulén
(NUfiez-Zarco y Sanchez-Saavedra, 2011; Sanchez-Saavedra y Nufez-Zarco, 2012,
2015). También han encontrado especies de microalgas (Scenedesmus spp.) VY
cianobacterias (Synechococcus elongatus) que tienen alta eficiencia de remocion de
nitratos, fosfatos y amonio al ser mantenidas en forma libres e inmovilizadas en
quitosano y otros polimeros (Fierro-Reséndiz et al., 2008; Jiménez-Valera, 2008;
Aguilar-May y Sanchez-Saavedra, 2009; Castro-Cesefla y Sanchez-Saavedra, 2014,
2015; Castro-Cesefia et al., 2015; Ruiz-Glereca y Sanchez-Saavedra, 2015). Otras
especies (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus y Synechococcus sp.) han
mostrado alta tolerancia y capacidad de remocién de metales pesados como el cadmio
y el zinc (Valle-Ramirez de Arellano, 2008). Varias especies aisladas de la region de
Baja California han mostrado actividad antibacteriana para organismos patdégenos en
sistemas de cultivo acuicolas (Molina-Céardenas, 2011) y para humanos (Sanchez-
Saavedra et al., 2010; Barron-Monterrubio, 2014). Otras especies de microalgas
aisladas de la localidad de Baja California han mostrado potencial uso para la
produccién de biocombustibles (Marquez-Reyes et al., 2015).

Otro estudio con microlagas aisladas es el realizado por Gonzéalez-Davis (2010) en el
cual evalud la capacidad antimicrobiana de 29 cepas de microalgas y cianobacterias
contra Vibrio campbelli asi como su biotoxicidad contra nauplios de Artemia
franciscana, y obtuvo actividad antimicrobiana en 6 extractos acuosos de microalgas y 3

de cianobacterias pero ninguno de los extractos mostrd un efecto téxico.

En aguas costeras de Cuba, Almaguer et al. (2004), aislaron dos especies de
diatomeas benténicas pertenecientes al género Amphora. Las diatomeas fueron
cultivadas en dos tipos de medios (Guillard f/2 y A-M) para evaluar su calidad como
alimento para postlarvas de camarén (Litopenaeus schmitii). Concluyeron que estas
diatomeas mantenidas en las dos condiciones experimentales promovieron altas tasas

de crecimiento en las postlarvas respecto a las especies utilizadas como control.

Con el fin de reducir los costos de produccion de alimento vivo, de la Pefia (2007), aislé
una especie de diatomea (Amphora sp.) proveniente de una granja de cultivo de abulén
(Southeast Asian Fisheries Development Center Aquaculture Department), y la cultivd

en diferentes condiciones de luz, nutrientes y en cultivos a la intemperie y al interior,
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para evaluar el crecimiento y la composicion bioquimica. Concluyé que en cultivos al
interior, tuvo una mayor tasa de crecimiento a baja irradiancia (11.4 uE m?s™), mientras

que en cultivos a la intemperie obtuvo un mayor contenido de 4cidos grasos.

En la busqueda de nuevas especies de microalgas para uso en la maricultura Tzovenis
et al. (2009) aislaron seis especies de prasinofitas y una Pyramimonas de lagunas
costeras de Grecia para evaluar su potencial de cultivo y la composicion bioquimica. En
este estudio obtuvieron una composicion proximal de 10-20% en cenizas, 35-65% de
proteinas, 6-10% en lipidos y 25-45% en otros compuestos organicos incluidos los
carbohidratos y un alto contenido de (EPA) y DHA, concluyeron que estas especies de

microalgas tienen potencial para ser usadas en la acuicultura mediterranea.

Park et al. (2012) evaluaron la produccion de biomasa y de lipidos de 14 especies de
clorofitas aisladas en Saskatchewan, Canada, al ser cultivadas en condiciones
mixotréficas y autotrofas para su potencial uso en la remocién de desechos y posterior
produccion de biodiesel. Concluyeron que las clorofitas tuvieron una mayor produccion
de biomasa y de lipidos al ser mantenidas en condiciones mixotroficas y que pueden

ser alternativas para la produccion de biodiesel mediante el uso de desechos.

1.1. Justificacion

Debido a que en el medio ambiente existen variaciones temporales, estacionales y
espaciales, las microalgas han desarrollado diversas estrategias para aprovechar las
ventajas de cada uno de los ambientes que habitan. Por lo anterior, se plantea hacer
una bioprospeccion de los diferentes tipos de ambientes en la Peninsula de Baja
California y de sitios con actividad acuicola para poder obtener aislados de microalgas y
realizar estudios que permitan conocer sus caracteristicas fisioldégicas y bioquimicas en
respuesta a diversos parametros ambientales para determinar su potencial uso en la

acuicultura.

Dada la importancia de las microalgas en la alimentacion de diversos organismos, y a la
creciente demanda de alimento vivo en la industria acuicola, a la reducida lista de

especies utilizadas para la produccion de microalgas para usos biotecnologicos y
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acuicolas, asi como los pocos estudios acerca de las especies nativas de microalgas en
México y en particular en Baja California en condiciones de cultivo, resulta importante
aislar y caracterizar especies nativas de México, para contribuir al conocimiento de la
biodiversidad, conocer su fisiologia, las mejores condiciones para su cultivo y su posible
utilizacion. Por lo anterior, el presente estudio pretende aislar especies de microalgas
nativas de Baja California, para obtener organismos adaptados a las condiciones
ambientales de esta zona y evitar la introduccién de especies aléctonas ya que es

importante aprovechar el acervo genético de microalgas que existe en la localidad.

Ademas, es necesario tener un mayor conocimiento de la biodiversidad de microalgas
marinas de Baja California, para aportar el mayor numero de datos para la elaboracién
de claves taxondémicas en el caso de encontrar alguna especie no listada en las
actuales claves taxonémicas para la Peninsula de Baja California. Lo anterior es debido
a que en nuestro pais son pocas las claves taxondmicas de referencia y las existentes
estan enfocadas a la descripcion de especies de diatomeas y de dinoflagelados
(Ortega, 1984; Licea, 1995; Moreno et al., 1996; Siqueiros-Beltrones, 2002).

En México los estudios sobre microalgas estan centrados en aspectos ecoldgicos
(abundancia) y de monitoreo y son pocos los destinados a aspectos fisioldgicos. La
realizacion de este trabajo contribuira al acervo de referencias taxonOmicas y

bioguimicas de especies de microalgas nativas de Baja California.
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2. Hipo6tesis

La produccion de lipidos de las microalgas aisladas se incrementara por el efecto del
estrés de los factores abioticos (temperatura, irradiancia y nutrientes).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Aislar especies de microalgas de Baja California para la produccion de lipidos al ser

mantenidas en distintas condiciones de cultivo.

3.2. Objetivos especificos

1)
2)

3)

4)

5)

6)

Aislar especies de microalgas obtenidas de Baja California.

Identificacion taxondmica de las especies de microalgas obtenidas de Baja
California.

Caracterizar el crecimiento y la composicion proximal de las especies de
microalgas aisladas para una seleccion con base en el contenido de lipidos.
Realizar ensayos de toxicidad con las especies de microalgas aisladas.

Evaluar el crecimiento, la produccién de lipidos de las microalgas seleccionadas
y cultivadas en diferentes condiciones de luz, temperatura y de nutrientes
disponibles en el medio.

Evaluar la calidad nutricional de las especies de microalgas seleccionadas al ser

suministradas como alimento para rotiferos Brachionus plicatilis.



17
4. Materiales y métodos

4.1. Descripcién de la zona de estudio

El estado de Baja California se caracteriza por ser una zona con una gran diversidad de
ambientes marinos y dulceacuicolas, su clima es muy variado y existen nichos con
caracteristicas muy diversas. En los distintos ambientes de la peninsula de Baja
California se presentan fluctuaciones de la temperaturas maximas de hasta 50 °C y
temperaturas minimas de hasta -5 °C. Las costas de Baja California estan bordeadas
por el Océano Pacifico y el Golfo de California. En la zona marina del Pacifico de Baja
California se producen procesos de surgencias durante primavera y verano (Gomez,
1983). En los ambientes terrestres de la peninsula de Baja California existen aportes de
agua en lagunas, oasis, zonas hidrotermales y geotérmicas. Baja California comprende
dos regiones fitogeograficas: la Region Californiana o también llamada Mediterranea, y
la Regién del Desierto Central o Desierto Sonorense (INEGI, 2012).

4.2. Colecta de muestras

Las colectas de especies de microalgas se realizaron en Baja California y Baja
California Sur (Tabla 1) (Figura 1).

Se realiz6 una visita por cada sitio de colecta para obtener 3 muestras de agua y del
bentos, durante distintas épocas del 2010 a 2012. Las muestras de agua fueron
tomadas en la zona costera (superficie) y otras fueron tomadas a 100 m de la costa, se
tomaron muestras de agua para analisis cualitativo y para el aislamiento de microalgas.
Las muestras para el andlisis cualitativo en la zona costera fueron tomadas
directamente con una botella color ambar (150 ml) y las muestras alejadas de la costa
fueron tomadas por botellas hidrograficas (Van Dorn) y otras fueron tomadas por filtrar
20 | de agua de superficie a través de redes de fitoplacton de 20 p y 100 p
posteriormente fueron fijadas con solucién Lugol (Sournia, 1978; Venrick, 1978;
Aranguren et al., 2002; Andersen, 2005).
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Para las muestras de agua que se utilizaron para los aislamientos se tomaron
directamente de botella y posteriormente fueron transportadas en hieleras con hielo
para mantener las muestras en frio (4 °C) hasta llegar al laboratorio del CICESE.
Para cada sitio de muestreo se midié la temperatura, el pH, y la salinidad, mientras el
contenido de nutrientes (amonia, nitratos y fosfatos) se midié siguiendo las técnicas
espectrofotométricas descritas para un Hach DR/4000 UV-VIS (Hach, 1997).

Tabla 1. Sitios de muestreo y sus coordenadas de ubicacién en la Peninsula de Baja California,

México.

Baja California Latitud Longitud
Bahia de Ensenada 31° 51' 55.33" 116° 40' 15.22"
San Quintin 30° 26' 0" 115° 58' 0"
San Felipe 31°01' 39" 114° 50' 07"
Baja California Sur

Mulegé 26° 38'22.13" 111°50'13.92"
La Paz (Malecon) 24° 08' 32" 110° 18' 39"

El Sauzoso

(Golfo de Baja California) S 110738° 17
Ensenada (Golfo de Baja California) 24° 08' 20.4" 110° 21' 0"
Punta Lobos (Océano Pacifico) 230 25' 110° 14

Bahia de los Angeles 28° 56' 33.00" 113° 33" 39.99"
Playa Tecolote 24° 20' 11.00" 110° 18' 55.00"
Playa Balandra 24° 18' 49.99" 110° 18' 47.99"
Playa Los Barriles 23° 40' 52.99" 109° 42' 19.00"
Santa Rosalia 27° 20' 20.00" 112° 16'0.99"
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Figura 1. Sitios de muestreo en Baja California (BC) y Baja California Sur (BCS).
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4.3. Técnicas de aislamiento

A partir de las muestras de agua colectadas se tomé una submuestra y se realizaron
observaciones al microscopio con el proposito de reconocer las especies de microalgas
mas abundantes para su aislamiento. Las técnicas utilizadas para el aislamiento fueron
por medio de diluciones seriadas, de micropipeta y de rayado en agar siguiendo las
recomendaciones descritas por Andersen (2005). Se utilizé el medio "’ descrito por
Guillard y Ryther (1962), como medio de cultivo para realizar el aislamiento debido a
que se ha demostrado que es un medio que cubre amplios requerimientos para

diversos grupos de microalgas.

4.3.1. Diluciones seriadas

La técnica de diluciones seriadas se us6 cuando las células de las microalgas que se
aislaron tuvieron un tamafo inferior a 10 ym de diametro, y para aislar especies
abundantes en la muestra. Para conocer la concentracion celular de la especie de
interés y poder calcular el numero de diluciones necesarias para reducir la
concentracion celular hasta obtener la especie de interés se realiz6 un recuento del
namero de células. Se tom6 1 ml de muestra y se agreg6é a un tubo de ensayo que
contenia 9 ml de medio de cultivo estéril, la muestra se homogenizé y posteriormente se

agregé un 1 ml a un segundo tubo y asi sucesivamente hasta una dilucién de 10°.

4.3.2. Aislamiento con micropipeta

Se utilizé para separar células mayores a 10 ym de diametro en forma de quistes,
dinoflagelados, formas coloniales o filamentosas. El método consistié en aislar una
microalga con la ayuda de una pipeta Pasteur con punta reducida. Se tomé una gota de
la muestra y se colocd en un portaobjetos para después succionar por capilaridad las

células de interés, dicha gota se colocd en otro portaobjetos limpio con una gota de



21
agua de mar previamente esterilizada, este procedimiento se realiz0 hasta que se

obtuvo un solo organismo libre de contaminantes.

4.3.3. Aislamiento en agar

Esta técnica consiste en un rayado en estrias en una caja de Petri con agar y se utilizé
para especies bentonicas, clorofitas y cianofitas. Se preparé el medio de cultivo
enriquecido con medio “f” descrito por Guillard y Ryther (1962) y 1% de agar, después
se colocaron dos gotas de la muestra cerca de la periferia posteriormente con un asa
de platino previamente esterilizada se realizoé el rayado, se invirtio la caja y se dejo
incubar de 4 a 8 dias y después se observd en el microscopio para seleccionar las
colonias que estuvieron libres de otros organismos. Cuando asi fue requerido, se utilizo
una combinacién de las técnicas de aislamiento antes mencionadas para lograr obtener

cultivos monoespecificos segun recomendaciones de Andersen (2005).

Los medios de cultivo, tanto liquidos como sélidos, se esterilizaron en una autoclave
vertical a 121 °C y 1.05 kg cm™ de presién durante 15 minutos. La eleccién de los
medios de cultivo se realizdé de acuerdo al tipo de organismo que se aislé (Stein, 1973)
y las caracteristicas del ambiente marino. Para la preparacion de todos los cultivos y
para evitar la posible introduccion de otras especies de organismos, el agua utilizada
para todos los ensayos fue pasada a través de filtros de cartucho de diferentes
medidas, irradiada con luz ultravioleta (u.v.) y desinfectada por via quimica con cloro y

tiosulfato de sodio siguiendo las proporciones recomendadas por Hemerick (1973).

El proceso de aislamiento de microalgas se siguié hasta obtener al menos un total de

21 especies para mantener en cultivos monoespecificos.

4.4, Caracterizacion taxondmica

Con el propdsito de identificar taxondmicamente a las especies aisladas, se realizaron
observaciones con un microscopio compuesto (Olympus CX31). La identificacion

taxonOmica se realiz6 con base en caracteres morfolégicos y de organizacion de los
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organismos. Se utilizaron claves taxonomicas clasicas y adecuadas al tipo de
organismo (Round et al., 1990; Moreno et al., 1996; Tomas, 1997; Siqueiros-Beltrones,
2002; Koméarek y Anagnostidis, 2005).

4.5. Mantenimiento de las cepas

Se realizaron cultivos monoespecificos de las especies aisladas y se siguio la
secuencia clasica de cultivo en sistemas estéaticos (sin renovacion de medio) (Stein,
1973), transfiriendo los cultivos a un volumen sucesivamente mayor desde tubo de
ensayo (10 ml) hasta matraz Erlenmeyer (125 ml). El medio de cultivo que se utilizé fue
el 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 presién durante 15 min.

El in6culo de células para los cultivos monoespecificos provino de las especies
obtenidas de los aislamientos. Los cultivos se mantuvieron en una camara climatica con
temperatura de 20 + 1 °C y a luz continua a una irradiancia de 60 pE m? s*

proporcionada por lamparas fluorescentes de luz blanca fria (Silvana F40CW).

4.6. Ensayo preliminar del crecimiento de las especies aisladas

Para conocer el crecimiento poblacional de las especies aisladas, se prepararon
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 200 ml de medio “f” (Guillard y Ryther, 1962). Los
cultivos se mantuvieron por duplicado a las mismas condiciones que para el
mantenimiento pero a una irradiancia de 100 yJE m™? s™. Para cada especie aislada se
evaluo su cultivo diariamente y durante 14 dias la cantidad de biomasa producida, por
recuentos utilizando un hematocitometro de 0.1 mm de profundidad y un microscopio
compuesto (Olympus CX31). Previo al recuento de células, en el caso de las diatomeas
bentonicas para evitar que se formen agregados de células, las muestras fueron
sonicadas (3-6 min a 50 Hz). Para el recuento de las cianobacterias filamentosas se

tomd como criterio contar el filamento completo y para el recuento celular de la xantofita
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se decidio contar por racimos usando una camara de conteo Fuchs Rosenthal (0.2 mm
de profundidad) (Moheimani et al., 2013; Huarachi et al., 2013).

Con los datos de densidad Optica se realizaron las curvas de crecimiento y se
calcularon la tasa de crecimiento (u) y el tiempo de duplicaciéon utilizando la ecuaciones

(1) y (2) propuestas por Fogg y Thake (1987):

_ Ing(Nz)_|092(N1)
a L-t (1)

En donde N1y N son el numero de células en el dia inicial (t;) y en el dia final de la

fase exponencial de crecimiento (t,), respectivamente

TGZIOQ_ZZZE (2)
Mo

En donde TG es el tiempo necesario para que se duplique la poblacion, y se uso
logaritmo de base 2 considerando que la mayoria de las células se reproducen

mediante fision binaria y (1) es la tasa de crecimiento.

4.7. Evaluacion del crecimiento de cultivos monoespecificos

4.7.1. Condiciones de cultivo

Para cada una de las especies aisladas se mantuvieron cultivos en las mismas

condiciones que en la seccion 4.6.

Para evaluar el crecimiento poblacional para cada especie se evalué diariamente y
durante 10 dias la cantidad de biomasa producida, por recuentos utilizando un
hematocitometro de 0.1 mm de profundidad y un microscopio compuesto (Olympus
CX31) ademas de los criterios previamente mencionados en la seccién 4.6. Con los
datos obtenidos de los conteos de células se realizaron curvas de crecimiento y se
calcul6 la tasa de crecimiento (u) durante la fase exponencial utilizando la ecuacion

propuesta por Fogg y Thake (1987) previamente descrita en la seccion 4.6.
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4.8. Evaluacion de la composicion bioquimica de los cultivos

monoespecificos

4.8.1. Peso seco total, peso de las cenizas y peso seco organico

El peso seco total, el peso de las cenizas y peso seco organico se evaluaron segun la
técnica propuesta por Sorokin (1973). Durante la fase de crecimiento exponencial (dia
4) y en la fase de crecimiento estacionaria (dia 10), se tom6 una alicuota (10 ml) de
cada cultivo en y se filtré a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C) de 47 mm
de didmetro y 1 ym de abertura de poro, la biomasa retenida en los filtros se enjuago
con 5 ml de formiato de amonio (3%) para remover las sales del medio de cultivo. Para
obtener el peso seco total, los filtros con la biomasa se mantuvieron en una estufa a 60
°C y posteriormente se pesaron en una balanza analitica (Mettler Toledo XS105) hasta
obtener valores de peso constante, y por diferencia entre el peso del filtro y del filtro con
biomasa se calcularon los valores de peso seco total. Para conocer el contenido de
cenizas, los filtros con biomasa fueron incineradas en una mufla a 470 °C por 4 horas y
por diferencias entre el peso seco total constante y el peso de después de incinerar, se
obtuvo el contenido de cenizas. El peso seco organico se obtuvo por la diferencia entre
los valores de peso seco total y de las cenizas.

4.8.2. Composicion proximal

Para los andlisis de composicion proximal de cada una de las especies aisladas se
tomaron submuestras de los cultivos en la fase de crecimiento exponencial (dia 4) y en
la fase de crecimiento estacionaria (dia 10). Se filtraron 5 ml de cada cultivo a través de
filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C de 25 mm y abertura de poro de 1 ym). Los
filtros previamente se lavaron con agua destilada y preincineraron en una mufla 470 °C
por un periodo de 4 horas.

Todas las muestras se mantuvieron congeladas a —20 °C hasta obtener el total de las
muestras para realizar posteriormente los analisis quimicos respectivos. La composicion
proximal para cada especie, se calculd en porcentajes con base en los valores del peso

seco organico obtenido para cada cepa de microalga aislada.
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4.8.2.1. Proteinas

La extraccion de la proteinas se realizé con hidroxido de sodio, siguiendo el método
descrito por Malara y Charra (1972a), para la reaccion de proteinas se realizé con el
reactivo de Folin-Ciocalteau y para la evaluacién segun el método de Lowry et al.
(1951). Para la elaboracion de la curva de calibracion de las proteinas se utiliz6 como
estandar el suero de albumina de bovino (98%) Sigma®.

4.8.2.2. Carbohidratos

La extraccion de carbohidratos se efectud con &cido sulfirico siguiendo la técnica
descrita por Whyte (1987) y para la medicion de carbohidratos se realiz6 la
cuantificacion con fenol siguiendo el método de Dubois et al. (1956) y Malara y Charra
(1972b). Para la curva de calibracion se utiliz6 como estandar una solucion de glucosa
(99%) Sigma®.

4.8.2.3. Lipidos

Para la extraccion de los lipidos se utiliz6 una mezcla de cloroformo-metanol-agua
siguiendo el método de Blight y Dyer (1959) y modificada por Chiaverini (1972). La
cuantificacion de lipidos se efectud por el método de Pande et al. (1963) y para elaborar

la curva de calibracion se prepar6 con una solucion de tripalmitina (99%) Sigma®.

4.8.3. Perfiles de 4cidos grasos

Para el andlisis de los acidos grasos de cada una de las especies aisladas se
prepararon para cada especie aislada matraces Erlenmeyer de 1 | con 700 ml de medio
“f” (Guillard y Ryther, 1962). Los cultivos se mantuvieron por duplicado a las mismas

condiciones de cultivo que el ensayo de crecimiento (seccién 4.6).

Para la obtencion de la biomasa de cada especie aislada, los cultivos fueron

cosechados en la fase de crecimiento estacionaria temprana (dia 5), y fueron
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centrifugados a 4500 rpm por 5 min (Centrifuge 5810R, Eppendorf), posteriormente las

muestras fueron congeladas a —80 °C y después liofilizadas (Labconco, Freezone 2.5).

Para la extraccién de los &cidos grasos se utilizaron 50 mg de muestra liofilizada de
cada cultivo y se realizd siguiendo la metodologia descrita por Folch et al. (1957)

utilizando una solucion extractora de diclorometano-metanol (2:1) mas BHT al 0.01%.

La saponificacion de los lipidos extraidos se realizo utilizando una solucion de KOH
(0.3N) metandlica al 90% y en bafio maria a 60 °C por 30 minutos, después se agregoé
agua y hexano para la extraccion de los lipidos insaponificables. Posteriormente fueron

adicionados agua, hexano y se acidifico (HCI 6N) para extraer los lipidos saponificables.

La metilacién fue hecha utilizando un reactivo de esterificacion (trifloruro de boro en

metanol al 14%) siguiendo el método de Metcalfe et al. (1966).

Los metil ésteres de los acidos grasos fueron analizados en un cromatégrafo de gases
(GC Agilent Technologies 7890A), equipado con una columna capilar (Agilent J&W,
123-3232 DB-FFAP) (30 m de longitud, 0.32 mm de diametro, 0.25 um grosor de la
pelicula), y con un detector de ionizacion de flama (250 °C) e hidrégeno como gas de

acarreo.

El volumen de inyeccion fue de 1ul y la temperatura inicial del horno fue de 120 °C, con
incrementos de 9 °C por minuto hasta los 190 °C, posteriormente se aumenté a 3 °C por

minuto hasta alcanzar los 230 °C manteniéndose por 4 minutos.

La identificaciéon de los acidos grasos se realiz6 por la comparacion de los tiempos de
retencion relativos de un estandar comercial (37 Component, Supelco FAME Mix
Sigma). Los porcentajes de los acidos grasos se calcularon tomando como base el total

de acidos grasos identificados.

4.9. Ensayo de toxicidad

Para evaluar la posible toxicidad de las especies de microalgas y cianobacterias

aisladas se realiz6 un bioensayo, utilizando nauplios recién eclosionados de Artemia
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franciscana (Argentemia Golden, Grado 1). Para la obtencion de los nauplios se pesoé
0.05 mg de quistes de A. franciscana los cuales fueron hidratados en agua de mar
filtrada durante una hora. Se debilité el corion de los quistes usando hipoclorito de sodio
al 6%, hasta que tomaron una coloracién anaranjada (5 min) y se enjuagaron con agua
de uso doméstico hasta eliminar el hipoclorito. Los quistes fueron colocados en un cono
de eclosion y para aumentar la eficiencia de eclosion los quistes fueron mantenidos a
28 °C en agua de mar filtrada, a una salinidad de 22%. con aireacion constante hasta su
eclosion (22 horas) (Van Stappen, 1996). Cuando los nauplios de A. franciscana
eclosionaron fueron colectados por fototropismo y se subdividieron en los sistemas

experimentales.

4.9.1. Obtencion de extractos acuosos

Se realizaron cultivos monoespecificos de las microalgas mantenidas en tubos de
ensayo de 15 ml con 10 ml de medio “f” segun lo descrito por Guillard y Ryther (1962).
Los cultivos se realizaron por duplicado en las mismas condiciones ambientales que las
descritas en el ensayo descrito en la seccion 4.7.1. Los cultivos fueron cosechados en
la fase estacionaria de crecimiento (dia 12). Para la colecta del medio residual de los
cultivos, se separ6 la biomasa de las células por medio de filtros de fibra de vidrio

(Whatman GF/C) de 47 mm de diametro y 1 um de abertura de poro.

El ensayo de toxicidad fue realizado por cuadruplicado utilizando una placa de 96 pozos
con fondo plano con tapa. En cada pozo se colocaron entre 7 y 10 nauplios en un
volumen final de 200 ul del medio residual de cada especie de microalga. Se utilizé
como control de los ensayos, agua de mar filtrada estéril y agua de mar estéril con
medio “f” (Guillard y Ryther, 1962). Estos ensayos se realizaron a una temperatura de

20 °C y una irradiancia de 100 pE m? s™ con luz continua.

Para cada sistema experimental se evalué la densidad de nauplios de A. franciscana al
inicio y al final del ensayo, para calcular el porcentaje de supervivencia. El término del
ensayo fue considerado después de mantener a los nauplios con los tratamientos por

un periodo de 24 horas y antes de que los nauplios consumieran sus reservas vitelinas.
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4.10. Efecto de distintas condiciones experimentales sobre la

produccioén de lipidos: seleccion de cepas

Se seleccionaron cuatro especies de microalgas (Tetraselmis suecica, Aphanocapsa
marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) entre el total de las especies aisladas,
para evaluar su crecimiento y la composicién bioquimica al ser mantenidas en distintas
condiciones experimentales. La seleccion de las especies a utilizar, fue con base en sus
caracteristicas de crecimiento y de composicién bioquimica evaluada en los ensayos
descritos en las secciones 5.4 y 5.6. El in6culo de células para los cultivos de las
especies seleccionadas provino de un cultivo de cada especie en fase exponencial de

crecimiento.

Los cultivos se mantuvieron por triplicado para cada condicion experimental en
matraces Erlenmeyer de 125 ml con 100 ml de medio “f” considerando lo descrito por
Guillard y Ryther (1962). Todos los cultivos se mantuvieron en una camara climatica

situada en el Laboratorio Himedo del Departamento de Acuicultura del CICESE.

Las distintas condiciones experimentales para el mantenimiento de los cultivos
consistieron en dos temperaturas (20 °C y 25 °C), dos irradiancias (100 y 200 pE m™?s’

1Y y dos aportes quimicos de nitrégeno.

La temperatura experimental de 20 £+ 1 °C se obtuvo por medio del uso de aire
acondicionado y para mantener la temperatura de 25 °C se utilizd6 un calefactor de
ventilacion (1500 W).

Con el propdsito de conocer el efecto de la forma quimica de nitrégeno disponible en el
medio de cultivo, se utilizaron dos aportes de nitrégeno: nitrato de sodio (NaNO3) y
nitrato de amonio (NH4NO3). Se utilizé el medio “” descrito por Guillard y Ryther (1962)
como medio de cultivo control, el cual considera el nitrato de sodio como aporte de
nitrdgeno. Se considerd la relacion atomica del nitrdgeno para sustituir el nitrato de
sodio descrito en el medio “f” por el nitrato de amonio (como tratamiento experimental),
manteniendo la misma concentracién molar final de nitrégeno (1.7x10° M). Se mantuvo
la composicion del resto de los componentes del medio “f” en iguales proporciones para

ambos tratamientos.
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La iluminacion para mantener los cultivos fue continua suministrada por medio de
lamparas fluorescente de luz fria (Silvana F4A0CW). La irradiancia fue medida con un
irradidmetro (modelo QSL-100, sensor 411, Biospherical Instruments), construyendo

lineas de igual irradiancia y ajustando los valores experimentales a 100 y 200 HE m™?s’
1

4.10.1. Crecimiento

Para cada condicion experimental se evalu6 cada dia y durante 10 dias, la cantidad de
la biomasa producida y evaluada mediante densidad O6ptica utilizando un
espectrofotometro (Hach modelo DR/400 UV-VIS) a una longitud de onda de 680 nm.
Con los datos obtenidos, se realizaron curvas de crecimiento y se calculé la tasa de
crecimiento (u) durante la fase exponencial y el tiempo de duplicaciéon utilizando las

ecuaciones propuestas por Fogg y Thake (1987) descritas en la seccién 4.6.

4.10.2. Composicion proximal

Durante la fase exponencial de crecimiento (dia 5) de cada especie mantenida en las
distintas condiciones experimentales se tomaron alicuotas para analizar la composicién
proximal. La composicion proximal para cada especie, se calculd en porcentajes con

base en los valores del peso seco organico obtenido para cada cepa de microalga.

Para evaluar el peso seco total, peso de las cenizas y el peso seco organico, asi como
los lipidos, proteinas y carbohidratos se siguieron las metodologias descritas en las

secciones 4.8.1y 4.8.2.

4.10.3. Perfiles de 4cidos grasos

Para el analisis de los &cidos grasos de cada especie mantenida en las distintas
condiciones experimentales fueron preparados matraces Erlenmeyer de 1 | con 700 ml

de medio “f” (Guillard y Ryther, 1962) para cada especie de microalga seleccionada.
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Durante la fase estacionaria de crecimiento (dia 10) se cosecharon los matraces para la
obtencion de la biomasa celular y posterior andlisis de acidos grasos siguiendo las
metodologias descritas en la seccion 4.8.3.

4.10.4. Pigmentos

La colecta de muestras fue realizada por triplicado durante la fase estacionaria (dia 10)
para cada especie y condicion experimental. Cada muestra se filtré a través de filtros de
fibra de vidrio (Whatman GF/C) de 25 mm de diametro y abertura de poro de 1 ym. La
cuantificacion de pigmentos se realizé siguiendo la técnica descrita por Parsons et al.
(1984).

4.11. Ensayo de alimentacion

Para evaluar la calidad nutricional de al menos dos especies de microalgas aisladas
(Tetraselmis suecica y Navicula sp. (cepa 3)) y con base en los resultados obtenidos del
ensayo del efecto de distintas condiciones experimentales (seccion 5.9) se realizé un

ensayo de alimentacién utilizando rotiferos de la especie Brachionus plicatilis tipo S.

4.11.1. Obtencién del alimento

El in6culo de células para los cultivos de las especies seleccionadas provino de un

cultivo de cada especie en fase exponencial de crecimiento.

Se realizaron cultivos monoespecificos de las especies Tetraselmis suecica, Navicula
sp. (cepa 3) y como alimento control se utiliz6 a Isochrysis galbana (Parke, 1949) cepa
CCMP1323 obtenida de Bigelow, “National Center for Marine Algae and Microbiota”, en

Estados Unidos de Noteamérica.

Los cultivos se realizaron en matraces Fernbach con 2 L de medio “f’ segun lo descrito

por Guillard y Ryther (1962) y fueron mantenidos a una temperatura de 20 °C, con una
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iradiancia de 100 pE m? s*, para alimentar a los rotiferos, los cultivos fueron

cosechados en la fase exponencial de crecimiento.

Para cada uno de los cultivos de microalgas se evalu6 diariamente (10 dias) la cantidad
de biomasa producida por recuentos utilizando un hematocitometro de 0.1 mm y un
microscopio compuesto (Olympus CX31), con el propésito de ajustar la racion de
alimento que suministré a los rotiferos (0.001 mg peso seco total microalga/rotifero)
(Qie et al., 1994).

La racién de alimento se suministr6 dos veces al dia (mafiana-noche) y debido a la
diferencia de tamafo entre las especies de microalgas, la racion fue normalizada de
acuerdo al peso seco total de cada especie de microalga. La raciéon de alimento
compuesta por Navicula sp. (cepa 3) fue previamente disgregada por el uso de un bafio
de agua y ultrasonido (3 a 6 min a 50 Hz) para evitar agregados de células debido a

que esta especie tiene a formar agregados de células y biopeliculas.

4.11.2. Cultivo de rotiferos

Los rotiferos de la especie Brachionus plicatilis fueron obtenidos mediante una
donacién de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Universidad Auténoma de
Baja California (UABC), en Ensenada, México.

Los rotiferos fueron colocados en un recipiente de 7.5 | y mantenidos a una temperatura
de 20 °C, con una irradiancia de 100 pE m?s™, a una salinidad de 34%., con aireacién
continua y con pH de 7.5 a 8, con el fin de aclimatar a los rotiferos a las condiciones
experimentales del ensayo (24 horas). Posteriormente, los organismos fueron
colectados e introducidos en los sistemas experimentales y durante dos dias fueron
acondicionados al tipo de alimento que recibirian durante el ensayo y la cantidad de

células adicionadas como alimento fue al libitum.

El ensayo de alimentacion duro 8 dias, cada tratamiento experimental fue mantenido
por triplicado en recipientes cilindricos de plastico transparentes (PET o politereftalato

de etileno por sus siglas en inglés) de 1 | (9 cm de diametro y 14 cm de altura).
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La densidad inicial de rotiferos para cada tratamiento experimental fue de 50 rotiferos
ml* en un volumen de 500 ml de agua de mar filtrada a 1 pm y tratada con luz
ultravioleta. En cada sistema experimental se adicion6 aireacion de forma continua y
suministrada por medio de una pipeta Pasteur de vidrio (0.1 mm) introducida en la tapa

del recipiente.

En cada sistema experimental se midieron las variables ambientales (temperatura, pH,
salinidad y amonio), y fueron realizados recambios de agua al 50% cada dia para la
eliminaciéon de los desechos (heces y alimento) usando un tamiz con una luz de malla

de 35 um.

Para cada sistema experimental se evalu6 diariamente la densidad de rotiferos, la tasa
de crecimiento poblacional y el tiempo de duplicacién, mediante recuentos del nimero
de individuos por mililitro utilizando un microscopio estereoscépico (Olympus S2X7) y

una camara de conteo de zooplancton.

La tasa de crecimiento poblacional (r) fue calculada utilizando la ecuacion (3) propuesta
por Qie et al. (1994):

r:(In N; —InN,)

. 3)

En donde No: es la densidad inicial de rotiferos, N¢ es la densidad final de rotiferos al

tiempo t (dia 8).

El tiempo de duplicacién (Td) de la poblacion se determind mediante la ecuacion (4)
descrita por Roman-Reyes et al. (2014), en donde r es la tasa de crecimiento.

4)
Para evaluar el crecimiento de los rotiferos en cada sistema experimental se realizé
mediante evaluacién del tamafio obtenidas por fotografias de los rotiferos al inicio y al
final del ensayo, para la observacién de los organismos se utiliz6 un microscopio
estereoscopico (Olympus S2X7) equipado con una camara digital SLR (Olympus Evolt
€330). Para realizar las mediciones de los organismos se utilizé el programa Image-Pro

Discovery version 4.5 para Windows.
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4.11.3. Composiciéon proximal

Para el analisis de peso seco total, peso de cenizas y peso seco organico de la
biomasa de los rotiferos por tratamiento, se tomaron alicuotas de 50 a 100 ml (segun la
densidad de rotiferos) al final del ensayo (dia 8), y las muestras fueron filtradas a travées
de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C de 45 mm y abertura de poro de 1 ym)y
enjuagados con 10 ml de formiato de amonio (3%) para remover las sales del medio de

cultivo.

Para evaluar el peso seco total, peso de las cenizas y el peso seco organico, se

siguieron las metodologias descritas en la seccion 4.8.2.

Para los andlisis de la composicion proximal de los rotiferos mantenidos en cada
sistema experimental fueron tomadas submuestras de los cultivos de rotiferos al final
del ensayo (dia 8), y se les realizé un enjuague con agua de mar para quitar el exceso

de alimento.

Posteriormente fueron filtradas las submuestras de 30 a 100 ml segun la densidad de
rotiferos por tratamiento a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C de 45 mm

y abertura de poro de 1 um) para obtener la biomasa de los rotiferos por tratamiento.

Todas las muestras de biomasa de los rotiferos se mantuvieron congeladas a —20 °C

para realizar posteriormente los analisis quimicos respectivos.

Para evaluar el contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos, se siguieron las
metodologias descritas en la seccién 4.8.2.

4.11.4. Ensayo de sedimentacion de Navicula sp. (cepa 3)

Se realizo un ensayo de evaluacion del grado de sedimentacion de Navicula sp. (cepa
3) para evaluar la disponibilidad de alimento para los rotiferos, ya que esta especie es
una diatomea que tiende a formar agregados y mayoritariamente se le encuentra de

forma bentdnica.
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Para la obtencién de la biomasa de Navicula sp. (cepa 3) se prepardé un cultivo
monoespecifico, el cual fue colocado en un matraz Erlenmeyer de 1 | con 700 ml de
medio “f” (Guillard y Ryther, 1962). El cultivo fue mantenido en las mismas condiciones
experimentales que las descritas en la seccion 4.11.1, la biomasa de células fue
cosechada en la fase exponencial de crecimiento para utilizarse posteriormente en el

ensayo de sedimentacion.

El ensayo de sedimentacién fue realizado por triplicado en recipientes de pléstico
transparente de 1 | (9 cm de diametro y 14 cm de altura y de plastico PET), fueron
mantenidos en las mismas condiciones experimentales que las descritas en la seccidn
4.11.2.

Para evaluar la sedimentacién de las células de Navicula sp. (cepa 3) se utilizo la
misma cantidad de biomasa que se suministrO a los rotiferos en el ensayo de
alimentacion descrito en la seccion 4.11.2. La evaluacion de la sedimentacion de
células, se realiz6 mediante una cuantificacion de células disponibles en el medio en
diferentes tiempos tomando alicuotas de 1 ml de cada repeticion, las muestras se
tomaron cada 15 minutos hasta completar una hora, ya que este fue el tiempo en el
cual se encontré sedimentada la mayor parte de las células. El conteo de las células se
realiz6 utilizando un hematocitometro de 0.1 mm y un microscopio compuesto (Olympus
CX31). Para cada tiempo de evaluacion se calcul6 el porcentaje de sedimentacion de
las células, considerando el valor de la densidad inicial respecto a la densidad de
células evaluada para cada uno de los distintos intervalos de tiempo de medicién en

este ensayo.

4.12. Tratamiento estadistico

4.12.1. Ensayo de crecimiento y composicion bioquimica

Para evaluar si existieron diferencias en el crecimiento de los cultivos monoespecificos
de las especies aisladas, se aplic6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA). El

mismo analisis estadistico se utilizdé para comparar las diferencias en el peso seco total,
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cenizas, peso seco organico y para cada componente de la composicion proximal

(proteinas, carbohidratos y lipidos) entre las especies aisladas por fase de crecimiento.

Se utilizé un andlisis de varianza de una via para evaluar las posibles diferencias en la
composicidon de acidos grasos de las especies aisladas. Sin embargo, debido a que los
datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianzas
para realizar estadistica paramétrica, se utilizé un andlisis de varianza por rangos
(Kruskal-Wallis).

Para evaluar las diferencias en peso seco total, cenizas y peso seco organico asi como
en cada componente de la composicion proximal entre las fases de crecimiento, se

aplicé un andlisis de varianza de dos vias.

4.12.2. Evaluacion del crecimiento y composicion bioquimica en distintas

condiciones experimentales

Se utiliz6 un ANOVA factorial para evaluar las diferencias en el crecimiento, peso seco
total, cenizas, peso seco organico, las clorofilas a, b, ¢ y carotenoides para cada
especie (Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp.
(cepa 3 )) y mantenidas con dos aportes de nitrdgeno, a dos temperaturas y en dos

irradiancias.

Se us6 un analisis de varianza factorial, para evaluar las posibles diferencias en cada
uno de los componentes de la composicion proximal (proteinas carbohidratos y lipidos)
y entre las distintas condiciones experimentales de irradiancia, temperatura y tipo de
aporte del nitrdgeno, asi como para cada especie mantenida en cultivo (Tetraselmis

suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3)).

Se aplic6 un ANOVA factorial para evaluar si existieron diferencias entre los datos de
crecimiento, peso seco total, cenizas, peso seco organico, las clorofilas a, b, c vy
carotenoides entre las especies Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina,
Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3 ) mantenidas con dos aportes de nitrdgeno, a

dos temperaturas y en dos irradiancias.
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Se utilizé un analisis de varianza factorial para evaluar las diferencias en el contenido
de proteinas, carbohidratos y lipidos entre las cuatro especies (Tetraselmis suecica,
Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3)), mantenidas con dos

aportes de nitrégeno, en dos temperaturas y en dos irradiancias.

No se realizd un analisis estadistico con los datos de los perfiles de acidos grasos
evaluados para las cuatro especies de microalgas estudiadas (Tetraselmis suecica,
Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3)) y mantenidas con dos
aportes de nitrégeno, en dos temperaturas y en dos irradiancias, la falta de analisis

estadistico fue debido a que solo se tuvo una muestra para cada caso.

4.12.3. Ensayo de alimentacion

Para evaluar las diferencias en el crecimiento (tasa de crecimiento, tiempo de
duplicacién, densidad de organismos y peso) de los rotiferos, se aplicé un analisis de
varianza de una via. El mismo andlisis se utiliz6 para comparar las diferencias en cada
componente de la composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos) entre los

diferentes tratamientos experimentales de alimentacion.

4.12.4. Ensayo de sedimentacién de Navicula sp. (cepa 3)

Se utilizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para evaluar las diferencias en
los porcentajes de sedimentacion de las células de Navicula sp. (cepa 3) entre los

diferentes intervalos de tiempo evaluados.

Consideraciones generales

Cuando se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, se aplicé un

analisis a posteriori de Tuckey (Zar, 1984).
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Para todos los andlisis estadisticos se tomaron en consideracion las hipotesis que
fundamentan estas pruebas y que son la normalidad, la homogeneidad de varianzas y
la independencia (Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984).

Para los andlisis estadistico se utilizd el programa estadistico STATISTICA® version

10.0 (Stat Soft Inc., 2002) y se consider6 un valor de significancia de 0.05.
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5. Resultados

5.1. Aislamiento

Se colectaron un total de 115 muestras entre todos sitios de muestreo y la mayor
temperatura entre los sitios de muestreo se registré en Mulegé (25 °C), mientras que los
menores valores fueron en San Quintin (17.2 °C). Los valores de pH variaron entre 8.2
y 9.2 entre los distintos sitios de colecta. La mayor concentracion de nitratos (1.03 mg I’
1Y ocurrié en Mulegé, y la mayor concentracion de nitritos (0.37 mg %) y fosfatos (0.68
mg I™") fue en San Quintin. La salinidad entre los sitios de colecta varié de 34%. a 35%,

no hubo presencia de amonio en ninguno de los sitios de colecta de muestras (Tabla 2).

Tabla 2. Calidad de agua de los sitios de colecta en Baja Californiay Baja California Sur.

Temperatura Nitratos Nitritos Fosfatos Amonio Salinidad pH
Sitios de colecta

(°C) (mgl®) (mgl™) (mgl?) (mgl?) (%)
Ensenada 20.0 0.15 0 0.10 0 350 9.2
Mulegé 25.0 103 00017 005 0 340 86
San Quintin 17.0 037  0.04 0.68 0 339 9.0

5.2. Identificacién de las especies aisladas

Se aislaron e identificaron 21 especies de microalgas de las localidades de Ensenada,
Mulegé, y San Quintin en la Peninsula de Baja California, se encontrdo que el mayor

namero de especies aisladas pertenecio a la localidad de Ensenada.

Las especies identificadas pertenecieron a las siguientes clases: Cyanophyceae,
Chlorodendrophyceae, Xanthophyceae y Bacillariophyceae. La clase Bacillariophyceae

presentd el mayor nimero de especies aisladas (16 especies), de las cuales los
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géneros Navicula y Amphora fueron los mas representativos dentro de las especies

aisladas (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de las diversas especies de microalgas aisladas en la Peninsula

de Baja California

Clase Especies Sitio de aislamiento
Cyanophyceae Aphanocapsa marina Hansgirg 1890 Ensenada
Cyanophyceae Komvophoron sp. Anagnostidis and Komarek, 1988 Ensenada
Cyanophyceae Phormidium sp. Kiitzing ex Gomont, 1892 Ensenada
Chlorodendrophyceae Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher 1959 Ensenada
Xanthophyceae Heterococcus sp. Chodat 1908 Ensenada
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 1) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Mulegé
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 2) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Mulegé
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 3) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Mulegé
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 4) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Mulegé
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 5) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Ensenada
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 6) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Mulegé
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 7) Ehrenberg ex Kitzing, 1844 Ensenada
Bacillariophyceae Cymbella sp. (cepa 1) C. Agardh 1830 Mulegé
Bacillariophyceae Cymbella sp. (cepa 2) C. Agardh 1830 Mulegé
Bacillariophyceae Diploneis sp. Ehrenberg ex Cleve, 1894 Ensenada
Bacillariophyceae Navicula sp. (cepa 1) Bory de Saint-Vicent, 1822 Ensenada
Bacillariophyceae Navicula sp. (cepa 2) Bory de Saint-Vicent, 1822 Mulegé
Bacillariophyceae Navicula sp. (cepa 3) Bory de Saint-Vicent, 1822 San Quintin
Bacillariophyceae Navicula sp. (cepa 4) Bory de Saint-Vicent, 1822 Ensenada
Bacillariophyceae Grammatophora angulosa Ehrenberg, 1840 Ensenada
Bacillariophyceae Synedra sp. Ehrenberg, 1830 San Quintin

5.3. Ensayo preliminar de crecimiento de las especies aisladas

Las curvas de crecimiento de Heterococcus sp., Amphora sp. (cepa 3), Amphora sp.

(cepa 5) y Cymbella sp. (cepa 2), presentaron una fase de acondicionamiento de 3 dias,

mientras que Amphora sp. (cepa 1) mostr6 2 dias de fase de acondicionamiento

(Figuras 2 a 5). Las especies aisladas tuvieron una fase exponencial de crecimiento que
vario de 3 a 10 dias (Tabla 4).
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El tamafio de las microalgas aisladas fue diverso dependiendo de las caracteristicas
morfologicas de la especie aislada. EI mayor tamafio celular se obtuvo en Heterococcus
sp. (193.13 um) (Tabla 4 y Figura 2), que pertenece a la clase Xantophyceae. Las
células de menor tamafio fueron para Aphanocapsa marina (0.75 pum) que pueden
formar agregados celulares y pertenece a la clase Cyanophyceae, en esta clase
taxonomica también se encontraron especies que forman filamentos (Komvophoron sp.

y Phormidium sp.) (Figura 2 y Tabla 4).

Entre las especies pertenecientes a la clase Bacillariophycea, Grammatophora
angulosa fue la que tuvo el mayor tamafio celular (14.92 x 13.64 yum) (Tabla 4 y Figura
5).

Las tasas de crecimiento obtenidas entre las distintas especies aisladas tuvieron
diferencias significativas (P<0.05), se encontr6 que Amphora sp. (cepa 6) obtuvo la
mayor tasa de crecimiento (0.58 divisiones dia™) (Tabla 4) de entre todas las especies

aisladas.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de las especies Aphanocapsa marina, Komvophoron sp.,
Phormidium sp., Tetraselmis suecica, Heterococcus sp., Amphora sp. (cepa 1) mantenidas en
cultivo estatico con medio “f’ (Guillard y Ryther, 1962). Las barras verticales representan * 1
desviacion estandar (n=3).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de las especies Amphora sp. (cepa 2), Amphora sp. (cepa 3),
Amphora sp. (cepa 4), Amphora sp. (cepa 5), Amphora sp. (cepa 6), Amphora sp. (cepa 7)
mantenidas en cultivo estatico con medio “f’ (Guillard y Ryther, 1962). Las barras verticales
representan = 1 desviacion estandar (n=3).
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Figura 4. Curvas de crecimiento de las especies Cymbella sp. (cepa 1), Cymbella sp. (cepa 2),
Diploneis sp., Navicula sp. (cepa 4), Navicula sp. (cepa 1), Navicula sp. (cepa 2) mantenidas en
cultivo estatico con medio “f’ (Guillard y Ryther, 1962). Las barras verticales representan * 1
desviacion estandar (n=3).
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Figura 5. Curvas de crecimiento de las especies Navicula sp. (cepa 3) y Grammathophora

angulosa mantenidas en cultivo estatico con medio “f’ (Guillard y Ryther, 1962). Las barras
verticales representan + 1 desviacion estandar (n=3).
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Tabla 4. Valores promedio y desviacidon estandar del tamafio celular, la tasa de crecimiento en fase exponencial (1) y los dias en fase de
retardo de crecimiento, asi como los dias de duracidon en fase exponencial de crecimiento de las microalgas aisladas. Las letras distintas

indican diferencias significativas entre las especies P< 0.05 a>b>c obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey.

u Fase Fase
Clase y especie Tamafio (um) (divisiones dia .1) Re’Eardo Expor)encial
(dias) (dias)
Largo Ancho Diametro  Largo total
Cyanophyceae
Aphanocapsa marina 0.75+0.11 0.31 £ 0.03 bc 0 8
Komvophoron sp. 1.60 £ 0.37 1.62+£0.33 58.0+£13.51 0.51+0.09 ac 0 10
Phormidium sp. 1.27 £0.29 2.26 £ 0.39 425+20.98 0.38+0.10ab 0 9
Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 10.80 + 0.88 6.90 £ 0.82 0.25+0.02b 0 3
Xanthophyceae
Heterococcus sp. 193.13+41.69 13.14+1.40 0.35+0.09 ab 3 5
Bacillariophyceae
Amphora sp. (cepa 1) 1437 £1.42 5.69 +1.17 0.41 + 0.07 ab 2 5
Amphora sp. (cepa 2) 14.36 £ 0.68 556+1.11 0.50+0.13 ac 0 4
Amphora sp. (cepa 3) 3.65+0.20 2.84 +0.27 0.32+0.16 bc 3 5
Amphora sp. (cepa 4) 1494 +£1.22 5.58 + 0.59 0.48 £ 0.01 ab 0 8
Amphora sp. (cepa 5) 1555+ 1.62 6.69 + 1.60 0.41 + 0.04 ab 3 4
Amphora sp. (cepa 6) 5.70+1.03 3.68 £ 0.39 0.58 £0.09 a 0 6
Amphora sp. (cepa 7) 13.83 £ 0.67 3.99+£0.58 0.48 £ 0.07 ab 1 8
Cymbella sp. (cepa 1) 6.48 + 0.45 3.00+£0.45 0.35+0.05 ab 0 7
Cymbella sp. (cepa 2) 12.59 + 1.37 2.95+0.67 0.35+0.10 ab 3 4
Diploneis sp. 10.21+0.72 490 +0.37 0.26 £0.03 b 0 8
Navicula sp. (cepa 1) 6.77 £ 0.42 3.56 £ 0.54 0.38 £ 0.02 ab 0 8
Navicula sp. (cepa 2) 6.69 +0.74 2.80+0.41 0.41 £ 0.08 ab 0 7
Navicula sp. (cepa 3) 6.61+0.78 3.73+£0.40 0.30 £ 0.05 bc 0 5
Navicula sp. (cepa 4) 16.85 + 1.64 493+0.76 0.51+0.12 ac 0 7
Grammatophora angulosa  14.92 +2.76 13.64+£2.21 0.30 £ 0.02 bc 0 8




Figura 6. Imagenes de las especies aisladas de los sitios de Ensenada 'y Mulegé.

46



47

] : -z ®

&nphamsp, (cepa5)

Figura 7. Imagenes de las especies aisladas de los sitios de Ensenada, Mulegé y San Quintin.
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Figura 8. Imagenes de las especies aisladas de los sitios de Ensenada, Mulegé y San Quintin.
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5.4. Crecimiento de cultivos monoespecificos

La mayor densidad celular de entre todas las especies aisladas la obtuvo la cianofita
Aphanocapsa marina (11.92x10° células ml™), y la menor densidad celular la presentd
la especie Phormidium sp. (0.18x10° células ml™) (Tabla 5). El cultivo de la especie
Aphanocapsa marina tuvo una fase de crecimiento exponencial de mayor duracion (6

dias) respecto a las otras especies (Figura 9).

La clorofita Tetraselmis suecica tuvo un crecimiento exponencial desde el inicio de
cultivo hasta el dia 6 y obtuvo una densidad celular final de 11.92 x10° células ml*
(Figura 10 y Tabla 5).

La xantofita Heterococcus sp. present6 una tendencia similar a la clorofita, de seis dias
en fase de crecimiento exponencial y obtuvo la menor densidad celular de entre todas

las especies cultivadas (0.04x10° células mI™) (Figura 11 y Tabla 5).

0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)

Figura 9. Curvas de crecimiento de Aphanocapsa marina (—®—), Komvophoron sp. (~ * )y

Phormidium sp. (——) mantenidas en cultivo estatico con medio “f’. Las barras verticales
representan = 1 desviacion estandar (n=2).
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Figura 10. Curva de crecimiento de Tetraselmis suecica mantenida en cultivo estatico con medio
“f”. Las barras verticales representan * 1 desviaciéon estandar (n=2).
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Figura 11. Curva de crecimiento de Heterococcus sp. mantenida en cultivo estatico con medio “f”.
Las barras verticales representan = 1 desviacion estandar (n=2).

En el grupo de las diatomeas, las curvas de crecimiento fueron similares entre las
especies, y fue la especie Cymbella sp. (cepa 2) (5.00 x10° células mI™) la que obtuvo
la mayor densidad celular de entre todas las diatomeas aisladas (Figura 13 y Tabla 5),
mientras que la menor densidad celular fue para la especie Navicula sp. (cepa 1) (0.13

x10° células ml™) (Figuras 12 y Tabla 5).
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Figura 12. Curva de crecimiento de Grammatophora angulosa (—*—), Navicula sp. (cepa 4) (- ©- -
), Diploneis sp. (—¥-), Amphora sp. (cepa 5) (%7), Navicula sp. (cepa 1) ( = ), Amphora sp. (cepa

7 (- A ) aisladas en Ensenada y mantenidas en cultivo estatico con medio “f’. Las barras
verticales representan + 1 desviacion estandar (n=2).
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Figura 13. Curvas de crecimiento de Amphora sp. (cepa 1) (—©—), Amphora sp. (cepa 2) (- @),

Cymbella sp. (cepa 1) (——), Amphora sp. (cepa 3), (_V_), Cymbella sp. (cepa 2) (--O--),
Amphora sp. (cepa 4) (- > -), Amphora sp. (cepa 6) (+), Navicula sp. (cepa 2) (- "W -) aisladas
en Mulegé y mantenidas en cultivo estatico con medio “f’. Las barras verticales representan + 1
desviacion estandar (n=2).
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Figura 14. Curvas de crecimiento de Navicula sp. (cepa 3) (—® =) y Synedra sp. (—®) aisladas
en la Bahia de San Quintin y mantenidas en cultivo estatico con medio “f’. Las barras verticales
representan = 1 desviacion estandar (n=2).

Existieron diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de las especies
aisladas (P< 0.05). La cianofita Komvophoron sp. presentd la mayor tasa de crecimiento
(2.98 divisiones dia™) (Tabla 5), mientras que la menor tasa de crecimiento fue para la
especie Heterococcus sp. (0.48 divisiones dia™) (Tabla 5). El tiempo de duplicacién fue
significativamente diferente entre las distintas especies (P<0.05). La especie
Heterococcus sp. presentd el mayor tiempo de duplicacion (2 dias) y el menor tiempo

de duplicacién lo obtuvo la cianofita Komvophoron sp. (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de crecimiento en fase exponencial (u),
el tiempo de duplicacion (Tg) y la densidad celular inicial y final de los cultivos de las especies de
microalgas aisladas. Las letras distintas indican diferencias significativas entre las especies
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, P< 0.05: a>b>c>d>e>f.

Tg

Densidad celular

Especies (divisiolllwes dia™) (dias) Imcc|:aéllu|as ml-liTgeI
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 0.83+0.19b 1.24+0.28ab 1.03+0.34 11.92+0091a
Komvophoron sp. 298+0.30a 0.34+0.03b 0.06+0.02 1.16 % 0.50 def
Phormidium sp. 232+0.73ab 045+0.14bd 0.01+0.00 0.18+0.02f
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 0.59+0.05b 1.70+0.16ac 0.07+0.01 3.37+x0.40¢c
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 048+0.02b 2.07+0.10a 0.05+0.01 0.16+£0.04f
Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 1) 0.66+0.02b 1.52+0.05acd 0.04+0.01 1.00+0.09 def
Amphora sp. (cepa 2) 0.88+0.10b 1.14+0.14ab 0.02+0.01 0.73+0.15e¢€f
Amphora sp. (cepa 3) 1.65+0.09ab 0.61+0.03bd 0.01+0.00 0.50=0.03 ef
Amphora sp. (cepa 4) 1.18+0.03ab 0.85+0.02bc 0.07+0.01 1.20+0.24 def
Amphora sp. (cepa 5) 0.63+0.04b 159+0.11ac 0.01+0.00 1.10+0.19 def
Amphora sp. (cepa 6) 0.68+0.24b 157+0.55acd 0.04+0.03 1.55+0.04de
Amphora sp. (cepa 7) 204+111ab 058+0.31bd 0.01+0.00 0.77+0.10 ef
Cymbella sp. (cepa 1) 0.98+0.06ab 1.02+0.06 bc 0.05+0.00 4.67+0.29bc
Cymbella sp. (cepa 2) 0.74+0.13b 1.37+0.24acd 0.07+0.03 5.00+0.68b
Diploneis sp. 1.79+1.38ab 0.79+0.61bc 0.01+0.01 0.46+0.19ef
Navicula sp. (cepa 1) 216+1.24ab 056+0.32bd 0.01+0.00 0.13+x0.07f
Navicula sp. (cepa 2) 1.10+0.04ab 091+0.03bc 0.10+0.01 1.17+0.13 def
Navicula sp. (cepa 3) 0.79+£0.13b 1.29+0.22ab 0.15+0.05 2.14+0.17cd
Navicula sp. (cepa 4) 0.85+0.21b 1.21+0.30ab 0.01+0.00 1.17+0.07 def
Grammatophora angulosa 058+0.04b 1.72+0.13ac 0.02+0.00 0.20+0.00f
Synedra sp. 1.02+0.21ab 1.00+0.21bc 0.05+0.00 1.69+0.46de

5.5. Peso seco total, peso de las cenizas y peso seco organico

El peso seco total no presenté diferencias significativas entre las fases de crecimiento

(P>0.05), pero fue significativamente diferente entre las especies estudiadas (P<0.05).

Durante la fase exponencial de crecimiento el mayor peso seco total (395.6 pg cél™) fue
obtenido para Amphora sp. (cepa 5) y fue significativamente diferente entre las

especies aisladas (P<0.05) mientras que Heterococcus sp. presentd el mayor peso
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seco (503.9 pg cél™) en la fase estacionaria de crecimiento y fue significativamente

diferente al resto de las especies aisladas (Tabla 6).

El contenido de cenizas no presentd diferencias significativas (P>0.05) entre las fases
de crecimiento, sin embargo existieron diferencias significativas en el contenido de
cenizas entre las especies estudiadas (P<0.05). EI mayor contenido de cenizas (239.3
pg cél?) en la fase exponencial de crecimiento fue obtenido para Amphora sp. (cepa 5)
(P<0.05), mientras que Komvophoron sp. presenté el mayor contenido de cenizas

(248.8 pg cél™) en la fase estacionaria de crecimiento (Tabla 6).

El peso seco organico presenté diferencias significativas entre las fases de crecimiento
(P<0.05). y entre todas las especies estudiadas (P<0.05). EI mayor contenido de peso
seco organico durante la fase exponencial de crecimiento (P<0.05) fue obtenido para
Amphora sp. (cepa 5) (156.3 pg cél?), mientras que Heterococcus sp. presentd el
mayor peso seco organico (409.5 pg cél™) en la fase estacionaria de crecimiento (Tabla
6).
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Tabla 6. Valores promedio y desviacién estandar del peso seco total, contenido de cenizay peso seco organico de 21 especies de microalgas
mantenidas en cultivos estaticos. Letras distintas indican diferencias significativas entre las especies por fase de crecimiento obtenidas por
una prueba a posteriori de Tukey, P<0.05: a>b>c>d>e. Niumeros distintos indican diferencias significativas entre las especies obtenidas por
una prueba a posteriori de Tukey, P<0.05: 1>2>3.

Peso seco (pg célula™) Cenizas (pg célula™) Peso organico (pg célula™)

Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria
Clase y Especie
Cyanophyceae
Aphanocapsa marina 16+0.1d3 6.4+1.0c 0.4+ 0.1b2 1.8+x05e 12+0.1e 4.6 £0.6 d2
Komvophoron sp. 39.8+59bcdl,2,3 329.5+142.2ab 21.9+0.7bl1,2 2488 +84.3 a 179+6.6e 80.7 £57.8 bd2
Phormidum sp. 64.6 £ 34.3 bcd1,2,3 341.6 + 104.0 ab 33.6+144b12 170.8+52.0ac 31.0+19.8 de 170.8 £52.0 b2
Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 23.0+0.7 cd3 28.2+33¢c 7.1+£0.0b2 35+£40e 159+0.7e 24.7 0.7 d2
Xanthophyceae
Heterococcus sp. 121.3+26.5bcd1,2 503.9+114.2a 30.4£0.2b2 94.4 £ 21.4 bce 90.2 £ 26.2 ae 409.5+92.8al
Bacillariophyceae
Amphora sp. (cepa 1) 13.8 £ 0.4 cd2,3 108.2+67.4¢c 5.2+2.3b2 47.4 £ 435 ce 87+18e 60.8 + 23.9 bd2
Amphora sp. (cepa 2) 56.4 £13.1 bcd1,2,3 144.0+22.7 bc 21.8+6.6 b2 50.0 £16.4 ce 34.6 £6.5de 94.0 £ 6.3 bd2
Amphora sp. (cepa 3) 185.6 + 142.1 b1,2,3 20.0+1.3c 72.7 £ 48.0 b2 24+20e 112.8 +94.2 acd 17.6 +0.7 d2
Amphora sp. (cepa 4) 14.7 + 0.4 cd3 485+98¢c 10.2 +0.5 b2 14+03e 45+0.1e 47.1 £9.6 cd2
Amphora sp. (cepa 5) 395.6 +19.6 a1,2,3 50.1+89c 239.3+6.2al1,2 66+12e 156.3+134a 43.5+7.7 cd2
Amphora sp. (cepa 6) 163.4 +7.5 bcl,2,3 36.7+159¢c 315+£1.4b2 16.1+155e 131.9+6.0 ac 20.7 £0.5d2
Amphora sp. (cepa 7) 48.9 = 20.3 bcd2,3 86.9+205¢ 19.3+7.7 b2 36.1£21.9de 29.6 £12.6 de 50.8 +1.4 cd2
Cymbella sp. (cepa 1) 18.1 +11.0 cd3 452+295¢c 11.1 +6.8 b2 10.3x76e 7.0+4.2e 34.9 £21.8 cd2
Cymbella sp. (cepa 2) 21.1 +10.6 cd3 1.8+0.2c 9.0 £ 6.0 b2 03+0.1e 121+46e 1.5+0.3d2
Diploneis sp. 361.8+57.2al 341.2+919ab 223.7+59.4 al 197.2+77.8 ab 138.1+2.2 ab 144.0 + 14.1 bcl,2
Navicula sp. (cepa 1) 102.5 +37.1 bcd1,2,3 218.9 +9.8 bc 54.6 £19.8 b1,2 59.4 £4.9 acd 47.9 £17.3 bce 159.5 + 4.8 bd2
Navicula sp. (cepa 2) 84.2 + 45.4 bcd2,3 87.2+170¢c 50.4 £ 38.7 b2 27.7+33e 33.8+£6.7 de 59.6 + 13.8 bd2
Navicula sp. (cepa 3) 27.0 £15.2 cd3 55.7+x76¢c 16.2 + 10.0 b2 316+7.1e 10.8+52e 24.1+0.4d2
Navicula sp. (cepa 4). 70.7 £20.6 bcd1,2,3 191.3+48.9 bc 33.6 £18.2 b2 101.0 + 34.4 bce 37.1+2.4de 90.4 +14.5 bd2
Grammathophora angulosa 79.9 £ 6.4 bcd2,3 88.8+154c 36.5+£3.7b2 46.8 +15.6 ce 43427 ce 42.0 £0.2 cd2
Synedra sp. 101.6 + 37.2 bcd2,3 83.6+15.0c 78.2+28.4b1,2 62.0 + 10.7 ce 23.5+8.8de 21.6 +4.4d2
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5.6. Composicion proximal

El contenido de lipidos fue significativamente diferente entre las fases de crecimiento y
entre las especies (P<0.05). Los mayores porcentajes de lipidos se obtuvieron durante
la fase exponencial de crecimiento y Amphora sp. (cepa 3) presentd el mayor contenido
de lipidos (57.7%) y fue significativamente mayor al resto de las especies (P<0.05)
(Tabla 7). Durante la fase estacionaria de crecimiento Cymbella sp. (cepa 2) presento el
mayor contenido de lipidos (52.4%) y fue significativamente diferente al resto de las
especies aisladas (P<0.05)

El contenido de proteinas no presento diferencias significativas (P>0.05) entre las fases
de crecimiento. Sin embargo, el contenido de proteinas fue significativamente diferente
entre las especies (P<0.05) y Cymbella sp. (cepa 2) presentd el mayor contenido de
proteinas (39.5%) en la fase estacionaria de crecimiento, mientras que Amphora sp.
(cepa 1) presentod el mayor contenido (23.7%) en fase exponencial de crecimiento y fue
significativamente diferente al resto de las especies estudiadas (P<0.05) (Tabla 7).

El contenido de carbohidratos present6é diferencias significativas (P<0.05) entre las
fases de crecimiento y entre las especies (P<0.05). En la diatomea Cymbella sp. (cepa
2) también se obtuvo el mayor porcentaje de carbohidratos (47.5%) en la fase
estacionaria de crecimiento (Tabla 7). Durante la fase exponencial de crecimiento
Amphora sp. (cepa 1) presentdé el mayor contenido de carbohidratos (14.1%) y fue

signficativamente diferente al resto de las especies aisladas.
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Tabla 7. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de lipidos, proteinas y carbohidratos de 21 especies de microalgas
mantenidas en cultivos estaticos. Letras distintas indican diferencias significativas entre las especies por fase de crecimiento obtenidas por
una prueba a posteriori de Tukey, P<0.05: a>b>c>d>e. Numeros distintos indican diferencias significativas entre las especies por fase de
crecimiento obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, P<0.05: 1>2>3>4

Lipidos (%) Proteinas (%) Carbohidratos (%)

Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria
Clase y Especie
Cyanophyceae
Aphanocapsa marina 22.2 +£1.6 bcdel,3 8.7+3.9bc 7.8 £ 0.8 abcd2,3,4 9.8+ 1.2 bcde 7.5+ 0.6 abc 18.4+1.0 bcl,2
Komvophoron sp. 12.1 + 4.1 de3 49+1.2bc 3.8+1.1bcd2,3,4 9.5 + 3.6 bcde 3.5+2.1abc 12.2 £+ 12.2 bcd2,3
Phormidum sp. 18.6 + 13.0 cdel,3 12.0+5.5 bc 15.0 £ 12.7 abcl1,2 23.8+45ab 9.8+10.5ab 21.0+3.1b1,2
Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 34.3 £ 6.6 bcdel,3 5.8+ 0.1 bc 16.2 + 4.9 abc2,3 10.8 + 1.0 bcde 5.6 £ 0.6 abc 10.8 £ 3.6 bcd2,3
Xanthophyceae
Heterococcus sp. 15.9+2.7 del,3 23.2+17.5abc 5.8+ 1.3 abcd2,3,4 9.0 + 6.0 bcde 8.1+0.8ab 11.7 £5.3 bcd1,2,3
Bacillariophyceae
Amphora sp. (cepa 1) 40.8 £ 9.8 abc1,3 15.6 + 10.5 bc 23.7+6.1al1,2,3 10.7 + 5.0 bcde 141+0.7 a 12.7 £ 6.1 bcd1,2
Amphora sp. (cepa 2) 19.6 + 1.9 cde2,3 8.2+4.2bc 5.2+0.1 abcd2,3,4 8.7 £ 4.9 bcde 6.2 + 2.6 abc 8.7 £ 2.3 bcd2,3
Amphora sp. (cepa 3) 57.7+0.2al 22.0+4.9 abc 12.3+£0.4 abcl,2,3 20.6 £ 8.0 abc 5.6 £ 2.2 abc 9.3+ 1.1 bcd2,3
Amphora sp. (cepa 4) 28.6 + 5.2 bcdel,3 149+ 7.1bc 13.8 £1.7 abc1,2,3 16.1 £ 6.9 bcd 8.3+04ab 13.2£4.0 bcd1,2,3
Amphora sp. (cepa 5) 17.3+3.1cdel,3 10.7+ 3.4 bc 11.9 £ 3.7 abcd2,3 11.1 £ 2.7 bcde 3.8+ 2.4 abc 10.5£5.0 bcd2,3
Amphora sp. (cepa 6) 105+1.7€1,3 18.7+1.3 bc 22+05cd2,3,4 11.9 £ 2.0 bcde 1.8+0.3bc 21.9+0.3 ab2,3
Amphora sp. (cepa 7) 46.5+ 4.4 abl,3 11.1+5.3bc 12.2 + 8.6 abcdl1,2,3 14.4 £ 0.3 bcde 9.0+11ab 8.8 +0.2 bcd2,3
Cymbella sp. (cepa 1) 27.5+ 4.1 bcdel,3 41+33c 11.0 £ 2.2 abcd2,3,4 43+39de 5.1+ 0.5 abc 28+1.9d2.3
Cymbella sp. (cepa 2) 24.7 + 1.6 bcdel,2 524+35a 20.2+6.4 abl 395+25a 10.7+4.1ab 475+133al
Diploneis sp. 20.5+ 1.7 cde2,3 7.1+0.8 bc 05+0.2d4 21+08e 05+0.7c 3.7+ 0.6 cd3
Navicula sp. (cepa 1) 15.7+1.5de2,3 9.9+2.0bc 6.8 + 5.7 abcd3,4 2.8+1.8de 25+ 0.5 abc 3.8+0.8cd2,3
Navicula sp. (cepa 2) 29.4 + 0.6 bcdel,3 7.5+0.6 bc 10.0 £ 2.2 abcd2,3,4 3.7+1.1de 45+ 3.0abc 3.6+1.4cd23
Navicula sp. (cepa 3) 23.4 +11.4 bcdel,3 8.9+ 3.7 bc 15.7 £ 4.8 abc1,2,3 12.6 £ 7.7 bcde 4.2+0.9 abc 9.3+ 2.5 bcd2,3
Navicula sp. (cepa 4) 15.4 + 4.0 de3 7.1+1.0bc 4.6 £2.1 bcd3,4 4.5+ 0.9 cde 6.2+ 1.5 abc 4.6 +1.2 bcd2,3
Grammathophora angulosa 34.2 +10.2 abcd1,3 26.3+10.3 ab 4.4 +2.0bcd2,3,4 8.5+ 1.7 bcde 49+ 1.3abc 7.6 £0.4 bcd2,3
Synedra sp. 14.6 + 4.5 de3 7.8+ 0.3 bc 5.0 + 1.3 abcd2,3,4 7.8 £ 0.9 bcde 4.4 + 0.6 abc 5.1+ 0.7 bcd2,3
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5.7. Perfiles de acidos grasos

Fueron identificados 17 tipos de &cidos grasos de las 21 especies aisladas (Tabla 8).
En el grupo de las cianofitas, Phormidium sp. tuvo un significativo mayor contenido
(P<0.05) del &cido graso saturado 16:0 (47.8%), mientras que Aphanocapsa marina
presentd el mayor contenido (P<0.05) del &cido graso 14:0 (29.5%) (Tabla 8).

El grupo de las cianofitas, Aphanocapsa marina presenté un alto contenido de acidos
grasos saturados (53.0%) y de &cidos grasos monoinsaturados (47.0%), mientras que
Komvophoron sp. present6 un alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados (43.9%)
(Tabla 8).

Los principales acidos grasos de la clorofita Tetraselmis suecica fueron 16:0 (30.3%),
18:3n-3 (ALA) (24.1%), y 20:5n-3 (EPA) (13.8%) (Tabla 8). Esta clorofita presentd un
menor contenido de acidos grasos saturados (34.8%) y de acidos monoinsaturados

(17.2%) y un alto contenido &cidos grasos poliinsaturados (48.0%) (Tabla 8).

La xantofita Heterococcus sp. presentd los siguientes acidos grasos: 16:0 (23.3%),
18:3n-3 (ALA) (42.4%), 20:4n-6 (ARA) (3.2%) y 20:5n-3 (EPA) (1.5%) (Tabla 8).
Heterococcus sp. mostré un contenido de acidos grasos saturados de 34.1%, un bajo
contenido de acidos monoinsaturados (7.4%) y un mayor contenido de acidos grasos
poliinsaturados (58.5%) (Tabla 8).

En el grupo de las diatomeas, Amphora sp. (cepa 3) obtuvo el mayor contenido de
acidos grasos saturados (43.5%) y Amphora sp. (cepa 4) present6 un significativamente

mayor porcentaje (P<0.05) del acido graso saturado 16:0 (30.0%) (Tabla 8).

Para la diatomea Navicula sp. (cepa 4) se obtuvo el mayor contenido de &cidos grasos
moinsaturados (49.2%) y también mostré el mayor contenido (P<0.05) del acido graso
monoinsaturado 16:1n7 cis (46.8%), mientras que para la diatomea Amphora sp. (cepa
5) se obtuvo el mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados (60.7%), asi como el

mayor porcentaje del &cido graso poliinsaturado 20:5n-3 (EPA) (39.6%) (Tabla 8).



59
Para las diatomeas se obtuvieron un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados w-
3y w-6 (23.4% - 60.7%). La especie Synedra sp. tuvo una alta proporcion de DHA:EPA
(0.2) mientras que para Tetraselmis suecica se obtuvo una alta proporcion de EPA:ARA
(5.2) (Tabla 8).

Tabla 8. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de acidos grasos de 21 especies
de microalgas mantenidas en cultivos estaticos. Letras distintas indican diferencias significativas
entre las especies por acido graso obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, P<0.05:

a>b>c>d>e>f>g>h>i>j. ALA: &cido alfa linoleico, ARA: &cido araquidénico, EPA: acido
eicosapentaenoico, DHA: 4cido docosahexaenoico, PUFA: acidos grasos poliinsaturados.
Cyanophyceae Chlorodendrophyceae Xanthophyceae

gp:rlif;\]r;ocapsa Komvophoron sp. Phormidum sp. Tetraselmis suecica Heterococcus sp.

Acidos

grasos

Saturados

14:0 295+02a 1.2+0.0i 6.7+0.4¢9

15:0 11+00c

16:0 215+0.2fg 32.0+£04b 478+20a 30.3+1.0hc 23.3+1.5¢€f

18:0 20+0.0e 3.8+0.0b 23+0.1d 3.320.0c

24:0 29+03b

Suma 53.0 35.8 50.1 34.8 34.1

Monoinsaturados

14:1n-5 cis 15+0.0

15:1n-5 cis

16:1n-7 cis 441+0.0a 15.3+0.1gh 5.8+ 0.0ij 9.7+ 0.2 hi 43+34 |

18:1n-9 1.4+0.0]j 49+0.0cd 13.2+0.6a 75+0.2b 3.2+0.6fg

22:1n-9

Suma 47.0 20.3 19.0 17.2 7.4

Poliinsaturados

18:2n-6 tra 6.4+00c 175+0.6a 64+02c 99+06Db

18:3n-6 1.4+0.2bc

18:3n-3 (ALA) 37.5+04a 13.4+05¢c 241+05b 424 +6.3a

20:2n-6 1.1+0.0

20:4n-6 (ARA) 26+0.0i 3.2+0.0i

20:5n-3 (EPA) 13.8 + 0.4 fg 1.5+0.4h

22:6n-3 (DHA)

Suma PUFA 43.9 30.9 48.0 58.5

Suma n-3 PUFA 375 13.4 37.9 43.9

Suma n-6 PUFA 6.4 17.5 10.1 14.5

Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

DHA:EPA 0.0 0.0

EPA:ARA 5.2 0.5
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Acidos grasos
Saturados

14:0

15:0

16:0

18:0

24:0

Suma
Monoinsaturados
14:1n-5 cis
15:1n-5 cis
16:1n-7 cis
18:1n-9

22:1n-9

Suma
Poliinsaturados
18:2n-6 tra
18:3n-6

18:3n-3 (ALA)
20:2n-6

20:4n-6 (ARA)
20:5n-3 (EPA)
22:6n-3 (DHA)
Suma PUFA
Suma n-3 PUFA
Suma n-6 PUFA
Total

DHA:EPA
EPA:ARA

Bacillariophyceae

Amphora sp. Amphora sp. Amphora sp. Amphora sp. Amphora sp.
(cepa l) (cepa 2) (cepa 3) (cepa 4) (cepa 5)
9.6+0.3f 10.3+0.2f 57+05¢g 6.4+0.0¢g 13.9+0.1de
85+0.1a 95+02a 44+00b 11+00¢c
23.0+0.0efg 22.3+0.4fg 27.0+1.0cd 30.0+0.2 bc 13.7+0.0i
43+03a 1.5+0.0fg 1.1+0.0i
6.4+0.1a
41.0 42.1 435 42.3 29.8
2.1+0.0bc 2.6 +0.0 ab
22.3+0.0def 22.0+0.4 defg 20.3 £ 0.4 efg 30.4+0.2 bc 57+0.1j
4.3+0.0ce 3.6+ 0.0 ef 52+0.4c 3.9+ 0.0 def 3.7+ 0.0 ef
28.6 28.1 255 34.4 9.4
1.7+ 0.0 de 1.9+0.0d 2.0+0.0d 1.2+0.0f
1.6 0.0 bc 1.4+0.0bc 1.4+0.0bc 1.7+00b
1.2+0.0d
5.7+0.1gh 6.0+ 0.2 gh 51+0.1h 16.4+0.1a
20.3 £0.2 df 19.5+ 0.6 df 299+05b 14.8 £ 0.2 fg 39.6+0.1a
1.0+£0.0d 1.0+0.0d 1.8+ 0.0bc
30.3 29.7 311 234 60.7
21.3 204 31.1 14.8 41.4
9.0 9.3 0.0 8.6 19.3
100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
3.5 3.3 2.9 2.4
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Acidos grasos
Saturados

14:0

15:0

16:0

18:0

24:0

Suma
Monoinsaturados
14:1n-5 cis
15:1n-5 cis
16:1n-7 cis
18:1n-9

22:1n-9

Sum
Poliinsaturados
18:2n-6 tra
18:3n-6

18:3n-3 (ALA)
20:2n-6

20:4n-6 (ARA)
20:5n-3 (EPA)
22:6n-3 (DHA)
Suma PUFA
Suma n-3 PUFA
Suma n-6 PUFA
Total

DHA:EPA
EPAARA

Bacillariophyceae

Amphora sp. Amphora sp. Cymbella sp. Cymbella sp. Navicula sp.
(cepa 6) (cepa 7) (cepa 1) (cepa 2) (cepa 2)

7.0 £0.7¢ 12.4+08e 23.1+14b 15.6+0.0cd 58+04¢g
9.0 £0.7a 11+00¢c 43+£0.7b 46+00Db 1.0+0.0c
20.0 £0.9gh 143+0.3i 58+0.9] 7.2+00] 20.2+0.0gh
11 £0.0i 1.7+00f 1.3+0.0gh 16+00f 2.1+0.0de

59+0.3a
37.1 29.5 34.6 29.1 35.1
2.1 £0.2bc 29+05a 15+00c 1.9+0.0bc
18.6 +1.5fg 25.8 £1.0 cdef 24.8 + 2.7 cdef 20.6 £ 0.1 efg 25.8 £0.1 cde
5.0 £0.2cd 45+0.1ce 1.6+0.0ij 24+£00qi 22+05hi
25.7 30.3 29.3 245+0.0 29.9
1.7+0.1de 1.2+0.0f 1.0+0.0f
12+01c 1.8+00b
6.9+ 1.0fgh 13.0+0.7 bc 75+16eg 11.2+0.1cd 8.4£0.2ef
25.8+3.9hd 24.2 £1.3 bde 28.6 £ 6.7 bc 31.8+0.2ab 24.6 £ 0.9 bde
15+02c 23+£00b 21+£02b
37.1 40.2 36.1 46.4 35.0
27.3 24.2 28.6 34.1 26.7
9.8 16.0 7.5 12.3 8.4
100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
0.1 0.0 0.0 0.1 0.1
3.7 1.9 3.8 2.8 2.9
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Bacillariophyceae

Acidos grasos
Saturados

14:0

15:0

16:0

18:0

24:0

Suma
Monoinsaturados
14:1n-5 cis
15:1n-5 cis
16:1n-7 cis
18:1n-9

22:1n-9

Suma
Poliinsaturados
18:2n-6 tra
18:3n-6

18:3n-3 (ALA)
20:2n-6

20:4n-6 (ARA)
20:5n-3 (EPA)
22:6n-3 (DHA)
Suma PUFA
Suma n-3 PUFA
Suma n-6 PUFA
Total

DHA:EPA
EPAARA

Navicula sp. Navicula sp.  Diploneis sp. Grammathophora angulosa Synedra sp.
(cepa 3) (cepa 4)
40+£0.2h 71+01¢g 151+0.0cd 17.1+0.6¢C 40+£0.2h
42+00b
26.1+10de 175%0.3h 13.3+0.1i 20.7+1.1fg 22.2+0.3fg
2.2+0.0de 2.1+0.0de 3.2+0.0c 1.2+0.1hi 1.4+0.0gh
53+0.7a 26+0.1b
37.7 26.6 35.8 38.9 30.2
295+1.1bd 46.8x11a 20.2+0.1efg 9.6+£0.5hi 345+x06b
25+0.3gh 14+0.0] 5.0£0.0cd 11.5+0.7a 3.5+£0.1¢f
1.0+0.0
32.0 49.2 25.2 211 38.0
1.3+0.0 ef 9.1+06b 1.2+0.0f
44+03a
33+0.1d
141+0.1ab 146 +0.3ab 9.6 +0.2de
27.0+£1.3bd 24.2+0.8 219+0.1cde 119%02g 18.0 + 0.4 efg
16+0.1c 3.0+x03a
30.3 24.2 39.0 39.9 31.8
30.3 24.2 23.6 11.9 20.9
0.0 0.0 15.4 28.1 10.9
100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
0.0 0.0 0.1 0.0 0.2
1.6 0.8 1.9
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5.8. Ensayo de toxicidad

Los resultados del ensayo de toxicidad de las 21 especies de microalgas aisladas,
muestran que ningun medio residual de cultivo de las especies aisladas fue tdxico para
los nauplios de Artemia franciscana y que la mayoria de las especies obtuvieron valores
de supervivencia superiores al 94% (Tabla 9). La cianofita Phormidium sp. presento el
menor porcentaje de supervivencia (94%), seguida por los valores obtenidos para las
diatomeas Navicula sp. (cepa 2) (95%), Grammatophora angulosa (97%), Diploneis sp.
(97%) y Navicula sp. (cepa 3) (97%) (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje de supervivencia de Artemia franciscana y las densidades celulares de 21
especies de microalgas utilizadas para realizar el ensayo de toxicidad.

Supervivencia  Células mI™

(%) x10°
Tratamientos control
Medio "f” 100
Agua de mar 97
Cepas utilizadas en los tratamientos
Cyanophyceae
Aphanocapsa marina 100 147.38
Komvophoron sp. 100 9.13
Phormidium sp. 94 0.49
Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 100 18.44
Xanthophyceae
Heterococcus sp. 100 251
Bacillariophyceae
Amphora sp. (cepa 1) 100 9.38
Amphora sp. (cepa 2) 100 6.13
Amphora sp. (cepa 3) 100 0.69
Amphora sp. (cepa 4) 100 6.00
Amphora sp. (cepa 5) 100 2.75
Amphora sp. (cepa 6) 100 11.06
Amphora sp. (cepa 7) 100 153.06
Cymbella sp. (cepa 1) 100 0.79
Cymbella sp. (cepa 2) 100 8.94
Diploneis sp. 97 2.50
Navicula sp. (cepa 1) 100 0.30
Navicula sp. (cepa 2) 95 3.19
Navicula sp. (cepa 3) 97 3.63
Navicula sp. (cepa 4) 100 2.63
Grammatophora angulosa 97 1.70

Synedra sp. 100 6.03
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5.9. Efecto de distintas condiciones experimentales

5.9.1. Crecimiento de las cuatro especies seleccionadas

5.9.1.1. Tetraselmis suecica

Las curvas de crecimiento de Tetraselmis suecica mostraron que los cultivos tuvieron

fase de crecimiento exponencial desde el inicio del cultivo (Figura 15).

La mayor tasa de crecimiento (0.54 divisiones dia™) para Tetraselmis suecica se obtuvo
con un aporte de nitrato de sodio, a una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de
200 UE m™? s? y fue significativamente diferente (P<0.05) al resto de las condiciones
experimentales por efecto de la interaccion de las variables estudiadas (Tabla 10).
Tambien hubo diferencias significativas en los valores de tasa de crecimiento por efecto
del aporte de nitrogeno (P<0.05) y por la interaccion del aporte de nitrdgeno con la
irradiancia (P<0.05) (Tabla 10). No hubo diferencias significativas en la tasa de

crecimiento por efecto de la temperatura (P>0.05) (Tabla 10).

Los tiempos de duplicacion para Tetraselmis suecica en las diferentes condiciones
experimentales presentaron diferencias significativas (P<0.05) por efecto del aporte de
nitrégeno en el medio de cultivo y por la interaccion del aporte de nitrogeno, la
temperatura y la irradiancia (P<0.05). El tiempo de duplicacion fue de 2 dias para
Tetraselmis suecica en la mayoria de las condiciones experimentales (Tabla 10). No
existieron diferencias significativas en los tiempos de duplicacion por efecto de la
temperatura (P> 0.05), o la irradiancia (P>0.05) (Tabla 10).

La mayor densidad celular (5.71x10° células ml™) de la especie Tetraselmis suecica fue
obtenida al mantener los cultivos con una temperatura de 25 °C, con nitrato de amonio
y una irradiancia de 100 uE m™? s y fue significativamente diferente (P<0.05) por efecto

de la interaccion del aporte de nitrogeno, la temperatura y la irradiancia (Tabla 10).
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5.9.1.2. Aphanocapsa marina

Las curvas de crecimiento de los cultivos de Aphanocapsa marina mantenidos con un
aporte de nitrato de amonio estuvieron en fase exponencial de crecimiento desde el

inicio del cultivo (Figura 15).

La tasa de crecimiento de los cultivos de Aphanocapsa marina presentaron diferencias
significativas (P<0.05) entre las distintas condiciones experimentales y se encontro
interaccion significativa entre el aporte de nitrdgeno, la temperatura y la irradiancia
(Tabla 10). La mayor tasa de crecimiento (0.57 divisiones dia™) se obtuvo al mantener
los cultivos en 20 °C con un aporte de nitrato de sodio y una irradiancia de 200 pE m? s’
! (Tabla 10).

Los tiempos de duplicacion para los cultivos de Aphanocapsa marina mantenidas en las
diferentes condiciones experimentales fueron significativamente diferentes (P<0.05). El
mayor valor de tiempo de duplicaciéon (2.74 dias) fue obtenido en la condicion
experimental de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y una irradiancia de 100 pE m’
2 s por efecto de la interaccién del aporte de nitrégeno, temperatura e irradiancia

(Tabla 10).

La mayor densidad celular (43.20x10° células ml™') de los cultivos de Aphanocapsa
marina entre las distintas condiciones experimentales se obtuvo con los cultivos
mantenidos a una temperatura de 25 °C, con un aporte de nitrato de sodio y una
irradiancia de 100 pE m? s y fueron significativamente diferentes (P<0.05) por efecto

de la interaccién de la temperatura (20 °C) con la irradiancia (200 pE m? s™) (Tabla 10).

No hubo diferencias significativas en los valores de densidad celular por efecto del
aporte de nitrogeno (P>0.05), o la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05).
Tampoco existieron diferencias significativas por efecto de la interaccion del aporte de

nitrdgeno, la temperatura y la irradiancia (P>0.05) (Tabla 10).

5.9.1.3. Heterococcus sp.

Los cultivos mantenidos en las distintas condiciones experimentales, presentaron una

fase de acondicionamiento de 2 a 5 dias (Figura 15). Las curvas de crecimiento
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obtenidas en los cultivos mantenidos a una irradiancia de 200 pE m™? s mostraron
crecimiento similares para ambos tipos de aporte de nitrdgeno y de temperatura (Figura
15).

Las tasas de crecimiento para Heterococcus sp. presentaron diferencias significativas
(P<0.05) entre las distintas condiciones experimentales por efecto del aporte de
nitrogeno (P<0.05), ademas hubo interacciones significativas (P<0.05) entre la
temperatura y el aporte de nitrégeno (P<0.05), asi como entre la irradiancia y el aporte
de nitrégeno (P<0.05). La mayor tasa de crecimiento (0.33 divisiones dia™) para
Heterococcus sp. fue obtenida en la condicion experimental mantenida con un aporte
de nitrato de sodio, a 20 °C y 100 pE m? s™ (Tabla 10). No se encontré interaccién

significativa entre las variables estudiadas (P>0.05) (Tabla 10).

Los tiempos de duplicacién para Heterococcus sp. mostraron diferencias significativas
(P<0.05) por el efecto del aporte quimico de nitrdgeno y por la interaccién entre la
temperatura y el aporte de nitrogeno (P<0.05) ademas por la interaccién del aporte de
nitrégeno y la irradiancia. EI mayor tiempo de duplicaciéon (4 dias) fue obtenido en los
cultivos mantenidos a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a
una irradiancia de 100 pE m? s (Tabla 10).

Las densidades celulares de los cultivos de Heterococcus sp. fueron significativamente
diferentes (P<0.05) por efecto de la interaccion del aporte de nitrato de sodio y la
irradiancia de 100 pE m™ s, Los cultivos mantenidos a una temperatura de 25 °C, con
aporte de nitrato de sodio y a una irradiancia de 100 HE m™ s™ obtuvieron la mayor
densidad celular (0.25x10° células mI™) (Tabla 10).

Las densidades celulares no fueron estadisticamente diferentes por efecto de aporte de
nitrégeno (P>0.05), o la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05) (Tabla 10).
Tampoco hubo diferencias significativas (P>0.05) en los valores de densidad celular por

la interaccion del aporte de nitrogeno, la temperatura y la irradiancia (Tabla 10).
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5.9.1.4. Navicula sp. (cepa 3)

Los cultivos de Navicula sp. (cepa 3) mantenidos con un aporte de nitrato de sodio
presentaron una fase de acondicionamiento de 2 dias, mientras que los cultivos
mantenidos con un aporte de nitrato de amonio tuvieron 4 6 5 dias de

acondicionamiento (Figura 15).

Las tasas de crecimiento de los cultivos de Navicula sp. (cepa 3) entre las distintas
condiciones experimentales fueron significativamente diferentes por efecto de la
temperatura (P<0.05) y por el aporte de nitrdgeno (P<0.05). La mayor tasa de
crecimiento (0.32 divisiones dia™) se presenté al cultivar a Navicula sp. (cepa 3) con
nitrato de sodio, a 25 °C y 100 pE m? s* (Tabla 10). No existieron diferencias
signifcativas en las tasa de crecimiento por efecto de la irradiancia (P>0.05), y tampoco
mostraron diferencias significativas (P>0.05) por la interaccion del aporte de nitrdgeno,

la temperatura y la irradiancia (Tabla 10).

Los tiempos de duplicacion de Navicula sp. (cepa 3) fueron sinificativamente diferentes
entre las condiciones experimentales por efecto de la temperatura (P<0.05) y por el
aporte de nitrégeno (P<0.05). EI méaximo valor del tiempo de duplicacion (5 dias) se
obtuvo al cultivar a Navicula sp. (cepa 3) en un medio con un aporte de nitrato de
amonio, a 20 °C y 200 uE m™ s, No existieron diferencias significativas en los tiempos
de duplicaciébn por el efecto de la la irradiancia (P>0.05), tampoco se presento
interaccioén significativa entre las variables estudiadas (P>0.05) (Tabla 10).

La densidad celular de los cultivos de Navicula sp. (cepa 3) fueron significativamente
diferentes (P<0.05) por efecto del aporte de nitrdgeno (nitrato de sodio). En los cultivos
mantenidos en la condicion experimental de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodioy a
una irradiancia de 100 HE m™ s™ fue obtenida la mayor densidad celular (2.02x10°
células ml™). No existieron diferencias significativas en los valores de densidad celular
por efecto de la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05) (Tabla 10). Las
densidades celulares de Ilos cultivos mantenidos en diferentes condiciones
experimentales no mostraron una interaccion significativa (P>0.05) entre el aporte de

nitrogeno, la temperatura y la irradiancia (Tabla 10).
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5.9.1.5. Comparacion del crecimiento de las cuatro especies

Para la especie Aphanocapsa marina se obtuvo la mayor tasa de crecimiento
(0.57divisiones dia™) en los cultivos mantenidos con un aporte de nitrato de sodio, a
una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de 200 pE m™? s™ y fue significativamente
diferente a la evaluada para las otras especies estudiadas (P<0.05) por efecto de la
interaccion entre el tipo de especie, el aporte de nitrdgeno, la irradiancia y la
temperatura (Tabla 10). También hubo diferencias significativas en los valores de las
tasas de crecimiento por el efecto del aporte de nitrégeno (P<0.05), o la temperatura
(P<0.05), o lairradiancia (P<0.05) (Tabla 10).

Para la diatomea Navicula sp. (cepa 3) se obtuvo el mayor tiempo de duplicacién (5
dias) entre las cuatro especies, a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de
amonio y a una irradiancia de 200 pE m™ sy fue significativamente diferente (P<0.05)
al resto de las especies por efecto de la interaccién de la temperatura, el aporte de
nitrégeno y irradiancia (Tabla 10).

Los tiempos de duplicacién de los cultivos mantenidos a diferentes condiciones
experimentales también presentaron diferencias significativas por el efecto del aporte
de nitrogeno (P<0.05), o la temperatura (P<0.05), o la irradiancia (P<0.05) (Tabla 10).
No existieron diferencias significativas en los tiempos de duplicacion por la interaccién
del tipo de especie, la temperatura, el aporte de nitrégeno y la irradiancia (P>0.05)
(Tabla 10).

Las densidades celulares presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre las
cuatro especies por efecto de la interaccion del tipo de la especie, el aporte de
nitrégeno y la irradiancia, se encontré que la cianobacteria Aphanocapsa marina fue
quien obtuvo la mayor densidad celular (43.19x10° células mI™) al cultivarla con nitrato
de sodio, a una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de 200 pE m™ s (Tabla 10).
No hubo diferencias en la densidad celular por el efecto del aporte de nitrégeno
(P>0.05), o la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05) (Tabla 10). No existieron
diferencias significativas (P>0.05) en los valores de densidad celular por la interaccion
del aporte quimico de nitrogeno, la temperatura, la irradiancia.



(A)

100 pE m2 s°"

20 °C

0.01

70

20°C

0.01¥

(B)

20°C 100 pEm2 s

Iog10 (DO)

20°C 200 pE m2s1

25°C

-
)

100 pE m2 s

-

0.14

0.01)

25°C

200 pE m2 571

Py

Tiempo (dias)

Figura 15. Curvas de crecimiento de Tetraselmis suecica (——), Aphanocapsa marina ( =*7),

Heterococcus sp. ( — ) y Navicula sp. (cepa 3) (

aaifen

) mantenidas en sistema estéatico con dos

temperaturas (20 y 25 °C), dos irradiancias (100 y 200 uE m™ s™)y con dos aportes quimicos de
nitrégeno provistos por nitrato de sodio (A) y por nitrato de amonio (B). Las barras verticales

representan = 1 desviacion estandar (n=3).
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Tabla 10. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de crecimiento (u), el tiempo de duplicacién (Tg) y densidad celular de cultivos
estaticos de Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) mantenidas en dos temperaturas (20 y 25 °
C), con dos irradiancias (100 y 200 HE m™? s™) y con dos aportes quimicos de nitrégeno (nitrato de sodio y nitrato de amonio). Las letras
distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada especie (ANOVA factorial y prueba a posteriori de Tukey, P < 0.05:
a>b>c>d). Niameros distintos indican diferencias entre las especies en las diferentes condiciones experimentales (ANOVA factorial y prueba a
posteriori de Tukey, P<0.05: 1>2>3>4>5>6>7>8>9>10>11>12>13>14>15).

Especies Condiciones experimentales Parametros de crecimiento
A - Temperatura Irradiancia 1] Tg Densside}d celul{:llr
porte de nitrogeno °C) (LE m? s™) (divisiones dia™) (dfa) _ (x107células mI")
Inicial Final
20 100 0.48 +0.01 ab,2,3,4,5,6 2.08+0.02cd,3,4 0.08+0.02 5.70+0.22a3
NaNOs 200 0.54+0.03a,1,2,3 1.87£0.09d,5 0.07+0.02 4.22+0.25ad3
100 0.49+0.03ab,1,2,34 203+0.11cd5 0.09+0.02 4.82+0.62ac3
25 200 0.52+0.04 a,1,2,3,4 195+0.14d,45 0.08+0.04 571+0.06a3
Tetraselmis suecica 100 0.45+0.01bc4,567 2.22+006bc,l,2 0.09+0.02 2.63+0.41bd3
20 200 0.40+0.00c¢,7,8,9,10 253+0.0343,1 0.07+0.02 3.79+0.55 bcd 3
NHNOs 100 0.41+002¢6,789  247+015ab23 0.07+001 248+0.47b3
25 200 0.41+0.01¢,5,6,7,8 245+0.08ab,1,3 0.07+0.01 244+1.22b3
20 100 0.37+0.01b,8,9,10,11 2.74+0.06a,3,4 1.13+0.19 17.47+3.01b2
NaNOs 200 0.57+0.06 a,1 1.78 £0.20 b,5 0.65+0.41 43.20+1.78a1l
o5 100 049+0.014,1,2,345 2.05+£0.21b,5 1.03+0.17 2954+161lal
200 0.47 £0.01 ab,3,4,5,6,7 2.14+0.06b,45 052+0.12 37.25+9.07ab1
Aphanocapsa marina 20 100 0.55+0.034a,1,2 1.83+0.11b,1,2 1.27+041 15.05%+2.73b2
NH2NOs 200 0.54+£0.06 a,1,2,3 1.88+0.20 b,1 0.41+0.21 25.28%x0097al
25 100 0.53+0.04 a,1,2,3 1.88+0.14b,23 0.53+0.08 21.23+286al

200 0.53+0.04a,1,2,3,4 190+0.15b,1,3 0.35+0.18 27.06+8.49ab1l




Tabla 10. Continuacion...

Especies Condiciones experimentales

Parametros de crecimiento

Densidad celular

Aporte de nitrégeno Tem[goecr)atura I(Lrgc:];azngle)t (divisio#es dia) (J%) | (1x10° células mI™)
nicial Final

20 100 033+0.01a89,10,11,12 3.03+0.10¢3,4 027*005 0.24+004a3
NaNOs 200 0.33%0.01a,9,10,11,12 3.07+0.09¢c5 0.09+0.03 0.21+£0.04a3
25 100 0.31£0.01b,11,12,13,14 3.20+0.07¢c,5 0.09+0.01 0.25+0.03a3
200 0.29+0.01b,11,12,13,14 3.43+0.09c,45 0.13+0.03 0.18+0.01a3
Heterococcus sp. 20 100 0.24 +0.01d,14,15 426+026a,1,2 021+0.08 0.09+0.04b3
NHaNOs 200 0.25+0.01d,12,13,14,15 3.96+0.14a,1 0.10+0.06 0.12+0.02b 3
25 100 0.27+0.01¢,12,13,14,15 3.68+0.17b,2,3 0.10+0.01 0.11+0.00b3
200 0.28+0.02¢,12,13,14,15 3.63+0.26b,1,3 0.16+0.08 0.10+0.01b3
20 100 0.27 £0.00 2,12,13,14,15 3.71+0.05b,3,4 0.14+0.03 2.66+2.06a3
NaNO 200 0.30 +0.03a,11,12,13,14 3.39+0.31b5 0.23+0.13 1.55+0.46a3
- 100 0.31+0.01a,11,12,13,14 3.25+0.12b5 0.18+0.06 1.11+0.13a3
200 0.32+0.02a,10,11,12,13 3.17+0.15b,45 0.22+0.18 1.13+0.16a3
Navicula sp. (cepa 3) 20 100 0.23+0.02 b,15 446 +0.362a,1,2 0.15+0.04 0.69+0.54b3
NHANOs 200 0.22 +0.02 b,15 467+053a,1 0.37+0.15 040+0.24b3
- 100 0.25+0.02b,12,13,14,15 3.99+0.37a,2,3 0.36+0.28 1.03+0.49b 3
200 0.24 +0.02 b,13,14,15 414+027a,1,3 0.13+0.05 0.31+0.06 b3
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5.9.2 Peso seco total, peso de las cenizas y peso seco organico

5.9.2.1. Tetraselmis suecica

El mayor valor de peso seco total (1163.4 pg cél™) para Tetraselmis suecica evaluado
en las diferentes condiciones experimentales, fue significativamente diferente (P<0.05)
por la interaccién entre la temperatura (20 °C) y el aporte de nitrégeno (nitrato de
amonio) (Figura 16 y Anexo 1).

Existieron diferencias significativas en los valores de peso seco por efecto de la
irradiancia (100 pE m? s?) (P<0.05) y el aporte de nitrégeno (nitrato de amonio)
(P<0.05), pero no existieron diferencias significativas por efecto de la temperatura
(P>0.05). Tampoco existieron diferencias significativas por efecto de la interaccion del

aporte de nitrdgeno, la temperatura y la irradiancia (P>0.05) (Anexo 1).

El mayor contenido de ceniza (916.3 pg cél™) se obtuvo en la condicién experimental

mantenida con nitrato de amonio, a 20 °C, 200 pE m? s*

, y el valor fue
significativamente diferente (P<0.05) por efecto de la interaccion de la temperatura y el

aporte de nitrégeno (Figura 16 y Anexo 1).

Existieron diferencias significativas en el contenido de cenizas por efecto del aporte de
nitrogeno (P<0.05), la irradiancia (P<0.05), pero no hubo diferencias por efecto de la
temperatura (P>0.05), tampoco existieron diferencias significativas por la interaccion de

las tres variables estudiadas (P>0.05) (Anexo 1).

Los valores de peso seco organico, presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre
las distintas condiciones experimentales por efecto del aporte de nitrégeno (nitrato de
amonio) (Anexo 1). El mayor valor (247.1 pg cél') se presentd en la condicién

experimental mantenida con nitrato de amonio, a 20 °C y 200 pE m? s (Figura 16).

Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el contenido de peso seco organico
por efecto de la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05), y no se presentd una

interaccion significativa por efecto de las variables estudiadas (Anexo 1).
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5.9.2.2. Aphanocapsa marina

El mayor peso seco total (42.6 pg cél’) de los cultivos de Aphanocapsa marina se
obtuvo en la condicién experimental mantenida con nitrato de sodio a 20 °C y 200 phE m’
2 sty fue significativamente diferente al resto de las condiciones experimentales por
efecto de la temperatura (P<0.05), el aporte de nitrégeno (P<0.05) y por la irradiancia
(P<0.05) (Figura 16 y Anexo 2). No hubo diferenicas significativas en el contenido de

peso seco por efecto de la interaccion de las variables estudiadas (P>0.05) (Anexo 2).

El mayor peso de cenizas (33.7 pg cél') de Aphanocapsa marina fue significativamente
diferente entre las condiciones experimentales por efecto de la temperatura (20 °C)
(P<0.05) y el aporte de nitrogeno (nitrato de sodio) (P<0.05) (Figura 16 y Anexo 2). No
existieron diferencias significativas en el contenido de ceniza por efecto de la irradiancia
(P>0.05) y tampoco existio una interaccion entre las variables estudiadas (P>0.05)
(Anexo 2).

Los valores de peso seco organico de los cultivos de Aphanocapsa marina fueron
significativamente diferentes por efecto del aporte de nitrégeno (P<0.05), la temperatura
(P<0.05) y la irradiancia (P<0.05) (Figura 16 y Anexo 2). No existieron diferencias
significativas (P>0.05) en el contenido de peso organico por la interaccion de las

variables estudiadas (Anexo 2).

5.9.2.3. Heterococcus sp.

El peso seco total de Heterococcus sp. evaluado en las diferentes condiciones
experimentales presento6 diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la interaccion
de la irradiancia con el aporte de nitrogeno y presentd el mayor valor de peso seco total
(1072.0 pg cél™) en los cultivos mantenidos con nitrato de amonio, a 20 °C y 100 uE m™
s™ (Figura 16 y Anexo 3).

Existieron diferencias significativas en el contenido de peso seco por efecto del aporte
de nitrogeno (P<0.05), pero no hubo diferencias significativas por efecto de la

irradiancia (P>0.05) o la temperatura (P>0.05) (Anexo 3). Tampoco hubo diferencias
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significativas en el peso seco total por la interaccion del aporte de nitrdgeno, la

temperatura y la irradiancia (P>0.05) (Anexo 3).

El contenido de cenizas presento diferencias significativas (P<0.05) entre los cultivos de
Heterococcus sp. por efecto de la interacacion de la irradiancia con el aporte de
nitrégeno y se obtuvieron los mayores valores (789.6 pg cél™) a una irradiancia de 100

HE m? s, con nitrato de amonio y a 20 °C (Figura 16 y Anexo 3).

Los valores de cenizas fueron significativamente diferentes (P<0.05) por efecto del
aporte de nitrégeno, pero no hubo diferencias signifcativas por efecto de la irradiancia
(P>0.05), o la temperatura (P>0.05) (Anexo 3). Tampoco existieron diferencias
significativas en el contenido de cenizas por la interaccion del aporte de nitrégeno, la

temperatura y la irradiancia (P>0.05) (Anexo 3).

El peso seco organico de los cultivos de Heterococcus sp. presentaron diferencias
significativas (P<0.05) entre las distintas condiciones experimentales por efecto del
aporte de nitrégeno. El mayor valor de peso seco organico (282.9 pg cél™) se obtuvo en
la condicion experimental a 25 °C, con un aporte de nitrato de amonio y una irradiancia
de 100 pE m? s (Figura 16 y Anexo 3).

Los valores de peso organico no mostraron diferencias significativas por el efecto de la
irradiancia (P>0.05) o la temperatura (P>0.05), tampoco existi6 una interaccion

significativa entre las variables estudiadas (P>0.05) (Anexo 3).

5.9.2.4. Navicula sp. (cepa 3)

El peso seco total de Navicula sp. (cepa 3) evaluado en las diferentes condiciones
experimentales present6 diferencias significativas (P<0.05) por la interaccién de las
variables estudiadas. El mayor peso seco total (469.8 pg cél™) se obtuvo en la condicién
experimental de 20 °C, con un aporte de nitrato de amonio y una irradiancia de 200 puE
m? s?. (Figura 16 y Anexo 4). También existieron diferencias significativas en los
valores de peso seco totoal por efecto del aporte de nitrégeno (P<0.05) o la temperatura
(P<0.05) (Anexo 4). No hubo diferencias significativas en el peso seco total por efecto la

irradiancia (P>0.05) (Anexo 4).
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El mayor contenido de ceniza (327.1 pg cél?) de Navicula sp. (cepa 3) presentd
diferencias significativas (P<0.05) entre las diferentes condiciones experimentales por
efecto de interaccion de la temperatura (20 °C), el aporte de nitrégeno (nitrato de
amonio y la irradiancia (200 HE m™ s™) (Figura 16 y Anexo 4). También existieron
diferencias significativas en el contenido de cenizas por efecto del aporte de nitrégeno
(P<0.05), y de la temperatura (P<0.05) (Anexo 4). No existieron diferencias
significativas en el contenido de cenizas de Navicula sp. (cepa 3) por efecto de la
irradiancia (P>0.05) (Anexo 4).

El peso seco organico de Navicula sp. (cepa 3) presentd diferencias significativas
(P<0.05) entre las distintas condiciones experimentales por efecto de la interaccion de
la temperatura, con el aporte de nitrégeno y la irradiancia. El mayor valor de peso seco
organico (142.7 pg cél™) se obtuvo en la condicién experimental de 20 °C, con un
aporte de nitrato de amonio y una irradiancia de 200 HE m™ s (Figura 16 y Anexo 4).
No existieron diferencias significativas en el contenido de peso orgénico por efecto de la
irradiancia (P>0.05) (Anexo 4).

5.9.2.5. Peso de las 4 especies

El mayor valor de peso seco total (1163.4 pg cél™) entre los cultivos de Tetraselmis
suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3), mantenidas a
distintas condiciones experimentales fue obtenido para Tetraselmis suecica y fue
significativamente diferente (P<0.05) al resto de las especies por efecto de la
interaccion del tipo de especie, con el aporte de nitrégeno (nitrato de amonio) y la
irradiancia (100 HE m™ s™) (Figura 16 y Anexo 5).

Existieron diferencias significativas en los valores de peso seco total de las cuatro
especies por efecto de la especie (P<0.05), o el aporte de nitrogeno (P<0.05), o la
irradiancia (P<0.05) (Anexo 5). También existieron diferencias significativas en los
valores de peso seco total de las cuatro especies por efecto de la interaccion del tipo de
especie con la temperatura (P<0.05), del tipo de especie con el aporte de nitrdgeno
(P<0.05), del tipo de especie con la irradiancia (P<0.05) y del aporte de nitrégeno con la
irradiancia (P<0.05) (Anexo 5).
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Los valores de cenizas de las cuatro especies cultivadas a las distintas condiciones
experimentales presentaron diferencias significativas (P<0.05), por efecto de la
interaccion del tipo de especie con el aporte de nitrégeno y la irradiancia. Para
Tetraselmis suecica mantenida a una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de 100
HE m™? s™ con un aporte de nitrato de amonio se obtuvo el mayor contenido de ceniza
(916.3 pg cél™) (Figura 16 y Anexo 5).

Existieron diferencias significativas en el contenido de ceniza por efecto de la especie
(P<0.05), el aporte de nitrégeno (P<0.05), la temperatura (P<0.05), y la irradiancia
(P<0.05) (Figura 16). También existieron diferencias significativas en el contenido de
cenizas de las cuatro especies por efecto de la interaccién del tipo de especie con el
aporte de nitrégeno (P<0.05), del tipo de especie con la irradiancia (P<0.05), ademas
de la interaccion de la temperatura con el aporte de nitrégeno (P<0.05), y de la
interaccion del aporte de nitrégeno con la irradiancia (P<0.05) (Figura 16) (Anexo 5). No
hubo diferencias significativas en los valores de ceniza entre las especies estudiadas

por la interaccion de las cuatro variables (P>0.05)

El peso seco organico entre las cuatro especies presentd diferencias significativas
(P<0.05) por efecto de la interaccion entre el tipo de especie, y la irradiancia y en la
especie Heterococcus sp. se obtuvo el mayor valor (282.9 pg cél™?) en la condicion
experimental mantenida con nitrato de amonio a 25 °C y a una irradiancia de 200 pE m’

2 s (Figura 16 y Anexo 5).

Existieron diferencias significativas por efecto de la especie (P<0.05), el aporte de
nitrogeno (P<0.05), ademas hubo diferencias significativas por la interaccién del tipo de
especie con el aporte de nitrégeno. No existieron diferencias significativas por efecto de
la temperatura (P>0.05), y la irradiancia (P>0.05), tampoco hubo interaccion significativa

por efecto de las cuatro variables (P>0.05) (Anexo 5).
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Figura 16. Valores promedio y desviacién estandar de peso seco total (=), peso de cenizas ( == )
y peso seco organico ( 5= ) de cultivos estaticos de Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina,
Heterococcus sp. y NaV|cuIa SP (cepa 3) mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos
irradiancias (100 y 200 pE m?s )y dos aportes quimico de nitrégeno provisto por nitrato de sodio
(A) y por nitrato de amonio (B).
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5.9.3. Composicion proximal

5.9.3.1. Tetraselmis suecica

Los valores de proteinas obtenidos para Tetraselmis suecica, presentaron diferencias
significativas por efecto de la irradiancia (P<0.05) y del aporte de nitrégeno (P>0.05), no
hubo diferencias de la temperatura (P>0.05) (Anexo 6). Ademas no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de proteinas, por la interaccién entre los
factores aporte de nitrégeno, la temperatura, e irradiancia (P>0.05) (Anexo 6). EI mayor
contenido de proteinas (26.8%) se evalud en los cultivos mantenidos en la condiciéon
experimental de 20 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a una irradiancia de 100
HE m™? s™ (Figura 17).

El contenido de carbohidratos entre las distintas condiciones experimentales no
presenté diferencias significativas por efecto de la temperatura (P>0.05), o la irradiancia
(P>0.05), o el aporte de nitrégeno (P>0.05) (Figura 17 y Anexo 6). Tampoco existieron
diferencias significativas en los valores de carbohidratos (P>0.05) por efecto de la

interaccion del aporte de nitrégeno, la temperatura y la irradiancia (Anexo 6).

El contenido de lipidos de los cultivos mantenidos a distintas condiciones
experimentales no presentd diferencias significativas por el aporte de nitrégeno
(P>0.05), la temperatura (P>0.05), y la irradiancia (P>0.05) (Figura 17 y Anexo 6).
Tampoco hubo diferencias significativas (P>0.05) en el contenido de lipidos entre las
distintas condiciones experimentales por la interacciébn del aporte de nitrdgeno, la

temperatura, la irradiancia (Anexo 6).

5.9.3.2. Aphanocapsa marina

El contenido de proteinas de los cultivos de la cianofita Aphanocapsa marina
mantenidos en las distintas condiciones experimentales mostraron diferencias
significativas (P<0.05) por efecto del aporte de nitrogeno (nitrato de amonio) (Anexo 7).
No hubo diferencias en el contenido de proteinas por efecto de la temperatura (P>0.05)
o la irradiancia (P>0.05), ni por la interaccion entre los factores irradiancia, temperatura

y aporte de nitrégeno (P>0.05) (Anexo 7). El mayor porcentaje de proteinas (19.2%) fue



80
obtenido en los cultivos mantenidos a 25 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a una

irradiancia de 200 pE m™? s™ (Figura 17).

El contenido de carbohidratos no presentd diferencias significativas entre las distintas
condiciones experimentales por efecto del aporte de nitrégeno (P>0.05), la temperatura
(P>0.05), y la irradiancia (P>0.05) (Figura 17 y Anexo 7). Tampoco existieron
diferencias significativas (P>0.05) entre las distintas condiciones experimentales por
efecto de la interaccion de los factores aporte de nitrdgeno, la temperatura y la

irradiancia (Anexo 7).

El contenido de lipidos (14.01%) fue mayor en la misma condicion experimental descrita
para las proteinas y fue significativamente diferente (P<0.05) entre las distintas
condiciones experimentales por efecto de la interaccién del aporte de nitrégeno y la
irradiancia (Figura 17 y Anexo 7). No hubo diferencias significativas en el contenido de
lipidos por efecto de la temperatura (P>0.05), la irradiancia (P>0.05), y el aporte de

nitrogeno (P>0.05), o por la interaccién de los tres factores (P>0.05) (Anexo 7).

V.9.3.3. Heterococcus sp.

Los valores de proteinas de los cultivos mantenidos en distintas condiciones
experimentales no presentaron diferencias significativas por el efecto individual del
aporte de nitrégeno (P>0.05), o la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05)
(Figura 17 y Anexo 8). El contenido de proteinas tampoco mostraron diferencias
significativas entre las distintas condiciones experimentales (P>0.05) por la interaccion

del aporte de nitr6geno, la temperatura y la irradiancia (Anexo 8).

El contenido de carbohidratos entre las distintas condiciones experimentales fue
significativamente diferente (P<0.05) por efecto del aporte de nitrégeno (Anexo 8). No
hubo diferencias significativas en los valores de carbohidratos por efecto de la
temperatura (P>0.05) y la irradiancia (P>0.05), ni por la interaccion de los tres factores
(P>0.05) (Anexo 8). El mayor contenido de carbohidratos (27.9%) se obtuvo en cultivos
mantenidos a 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y a una irradiancia de 200 HE m™
s (Figura 17).
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Los valores de lipidos entre las distintas condiciones experimentales fueron
significativamente diferentes por efecto del aporte de nitrégeno (P<0.05) y por efecto de
la temperatura (P<0.05) (Anexo 8). No se presentaron diferencias significativas en el
contenido de lipidos por efecto de la irradiancia (P>0.05), tampoco hubo diferencias por
efecto de la interaccion (P>0.05) entre los factores irradiancia, aporte de nitrogeno y la
temperatura (Anexo 8). El mayor contenido de lipidos (11.92%) se midié en los cultivos
mantenidos a 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y a una irradiancia de 100 uE m™
s (Figura 17).

5.9.3.4. Navicula sp. (cepa 3)

El contenido de proteinas presenté diferencias significativas entre las diferentes
condiciones experimentales por efecto de aporte de nitrégeno (P<0.05) y por la
interaccion de la temperatura y la irradiancia (P<0.05) (Anexo 9). No hubo un efecto en
la cantidad de proteinas por los factores temperatura (P>0.05) o irradiancia (P>0.05), ni
por la interaccion de los tres factores (P>0.05) (Anexo 9). El mayor contenido de
proteinas (25.2%) se obtuvo en la condicion experimental mantenida a una temperatura
de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y a una irradiancia de 200 uE m™? s™ (Figura
17).

Los valores de carbohidratos fueron significativamente diferentes entre las diferentes
condiciones experimentales por efecto del aporte de nitrogeno (P<0.05) y por la

interaccion de la temperatura y la irradiancia (P<0.05) (Anexo 9).

Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas en el contenido de
carbohidratos por efecto temperatura (P>0.05) o irradiancia (P>0.05), ni por la
interaccion de los tres factores (P>0.05) (Anexo 9). ElI mayor porcentaje de
carbohidratos (14.5%) se obtuvo en la condicion experimental de 20 °C, con un aporte
de nitrato de sodio y a una irradiancia de 200 uE m? s (Figura 17).

El contenido de lipidos mostré diferencias significativas por efecto del aporte de
nitrégeno (P<0.05) y por efecto de la irradiancia (P<0.05) ademas por la interaccion de

la temperatura y la irradiancia (P<0.05) (Anexo 9). No se presentaron diferencias
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significativas en los valores de lipidos por efecto de la interaccion de los tres factores
(P>0.05) (Anexo 9). En la condicién experimental de 25 °C, con un aporte de nitrato de
sodio y a una irradiancia de 100 pE m™? s se obtuvo el mayor contenido de lipidos
(17.0%) (Figura 17).

5.9.3.5. Comparacion de la composicion proximal de las cuatro especies

El contenido de proteinas fue significativamente diferente entre las cuatro especies
(Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp.) y también
entre las distintas condiciones experimentales por efecto de la interaccion entre el tipo
de la especie y el aporte de nitrégeno (P<0.05), asi como por el efecto de la interaccién
del tipo de especie y la irradiancia (P<0.05) (Anexo 10). También existieron diferencias
significativas en el contenido de proteinas por efecto del tipo de especie (P<0.05), el

aporte de nitrégeno (P<0.05) y por la irradiancia (P<0.05) (Anexo 10).

No existieron diferencias significativas por el efecto de la temperatura (P>0.05),
tampoco hubo diferencias por la interaccién entre las variables especie, temperatura,
aporte de nitrégeno e irradiancia (P>0.05) (Anexol10). La especie Tetraselmis suecica
presentd el mayor valor de proteinas (26.8%) (P<0.05) entre las cuatro especies en los
cultivos mantenidos a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a

una irradiancia de 100 pE m? s (Figura 17).

Los valores de carbohidratos presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre las
especies Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp., Navicula sp. y
entre las distintas condiciones experimentales por efecto del aporte de nitr6geno
(P<0.05) y por la interaccion del tipo de especie con el aporte de nitrégeno (P<0.05)
(Anexo 10). El contenido de carbohidratos no presentaron diferencias significativas por
efecto de la irradiancia (P>0.05), o la temperatura (P>0.05) (Anexo 10). La especie
Heterococcus sp. fue quien presenté el mayor contenido (P<0.05) de carbohidratos
(27.9%) en la condicion experimental de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y a

una irradiancia de 200 pE m? s (Figura 17).
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Sin embargo, no existieron diferencias significativas en el contenido de carbohidratos
por efecto de la interaccion del tipo de especie, con la irradiancia, la temperatura y el
aporte quimico de nitrégeno (P>0.05) (Anexo 10).

El contenido de lipidos fue significativamente diferente (P<0.05) entre las cuatro
especies y entre las diferentes condiciones experimentales por efecto de la interaccion
de los factores especie, temperatura e irradiancia (Figura 17). El mayor porcentaje de
lipidos (17.6%) se obtuvo en la especie Tetraselmis suecica en los cultivos mantenidos
a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a una irradiancia de
100 pE m? s (Figura 17 y Anexo 10).

No existieron diferencias significativas en el contenido de lipidos por efecto de la
temperatura (P>0.05), o el aporte de nitrdgeno (P>0.05) o por la irradiancia (P>0.05)
(Anexo 10). Tampoco existieron diferencias significativas en el contenido de lipidos por
efecto de la interaccion de los tipo de especie, aporte de nitrégeno, temperatura e
irradiancia (P>0.05) (Anexo 10).
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Figura 17. Valores promedio y desviacién estandar de proteinas (™® ) carbohidratos ( ™ )y
lipidos (=) de cultivos estéaticos de Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus
sp. y Navicula sp. (cepa 3) mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos irradiancias (100 y
200 HE m™ s™)y dos aportes quimico de nitrégeno provisto por nitrato de sodio (A) y por nitrato de
amonio (B).
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5.9.4. Perfiles de acidos grasos

5.9.4.1. Tetraselmis suecica

Los principales acidos grasos en Tetraselmis suecica fueron 16:0 (38.1%), 18:1n-9
(18.9%) y 18:3n-3 (ALA; acido alfa linoleico por sus siglas en inglés) (26.2%) y 20:5n-3
(EPA) (20.5%) (Tabla 11).

Los cultivos de Tetraselmis suecica mantenidos con un aporte de nitrato de amonio y a
una temperatura de 25 °C en ambas irradiancias, mostraron una tendencia a tener un
mayor contenido de acidos grasos saturados (42.1%) y monoinsaturados (23.3%)
(Tabla 11).

El contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de los cultivos mantenidos con
un aporte de nitrato de sodio y a temperatura de 20 °C mostraron una tendencia a
obtener un alto contenido de PUFA (51.1%), también presentaron una tendencia a una
mayor produccion del acido graso 20:5n-3 (EPA) (20.5%) (Tabla 11).

Los cultivos de Tetraselmis suecica mantenidos con nitrato de sodio mostraron una
tendencia a producir mayor contenido de PUFA, mientras que los cultivos mantenidos
con un aporte de nitrato de amonio mostraron una tendencia a producir un mayor

contenido de acidos grasos monoinsaturados (Tabla 11).

Con respecto a la variable temperatura el contenido de &cidos grasos tienden a
presentar porcentajes similares entre ambas temperaturas (20 y 25 °C), la misma

tendencia se mostré para la variable irradiancia (Tabla 11).

5.9.4.2. Aphanocapsa marina

Los principales acidos grasos presentes en Aphanocapsa marina fueron 14:0 (48.1%),
16:0 (38.4%) y 16:1n-7 cis (51.7%) (Tabla 11).

Los cultivos Aphanocapsa marina mantenidos con nitrato de amonio mostraron altos
porcentajes de acidos grasos saturados y monoinsaturados (Tabla 11). EI mayor

contenido de 4cidos grasos saturados (89.6%) fue obtenido a una temperatura de 25 °C
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y a una irradiancia de 100 pE m? s*

, mientras que el mayor porcentaje de acidos
grasos monoinsaturados (56.0%) se presentd en los cultivos mantenidos a 20 °C a una
irradiancia de 100 ME m? s (Tabla 11). Los cultivos de Aphanocapsa marina no
presentaron una tendencia a producir acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) (Tabla

11).

V.9.4.3. Heterococcus sp.

Los &cidos grasos que presentaron altos porcentajes en Heterococcus sp. fueron 14:0
(29.4), 16:0 (36.8%), 16:1n-7cis (34.6%),18:3n-3 (ALA) (45.2%) y el 20:5n-3 (EPA)
(25.6%) (Tabla 11).

El contenido de acidos grasos saturados presentaron una tendencia a obtener un mayor
porcentaje (62.3%) en los cultivos mantenidos a una temperatura 20 °C, con un aporte

de nitrato de amonio y una irradiancia de 200 pE m? s™ (Tabla 11).

Los acidos grasos monoinsaturados presentaron una tendencia a un mayor contenido
(37.0%) con un aporte de nitrato de amonio y a una irradiancia de 200 pE m? sty a

una temperatura de 25 °C (Tabla 11).

Los cultivos de Heterococcus sp. presentaron la tendencia a producir un alto contenido
(55.0%) de acidos grasos poliinsaturados en los cultivos mantenidos con un aporte de
nitrato de sodio, a una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de 100 HE m™ s™ (Tabla
11). En los cultivos de Heterococcus sp. mantenidos con nitrato de sodio, a 20 °C y a
una irradiancia de 200 uE m? s fue sintetizado el 4cido graso 20:2n-6 (DHA) (1.1%)
(Tabla 11). Sin embargo una alta concentracion de 20:5n-3 (EPA) (25.6%) se obtuvo a
una 25 °C, con un aporte de nitrato de amonio y una irradiancia de 100 pE m? s™ (Tabla
11).

Los cultivos de Heterococcus sp. mantenidos con un aporte de nitrato de amonio
mostraron una tendencia a obtener altos porcentajes de acidos grasos poliinsaturados,
mientras que los cultivos mantenidos con un aporte de nitrato de amonio tuvieron una
tendencia a producir un alto contenido de acidos monoinsaturados. Con respecto a la

variable temperatura, los cultivos presentaron una tendencia a obtener valores similares
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de acidos grasos saturados, moinsaturados y poliinsaturados entre ambas temperaturas
(20 y 25 °C) (Tabla 11). En general en los cultivos de Heterococcus sp. mantenidos a
una irradiancia de 200 pE m™ s™ favorecio altos valores de &cidos grasos saturados y

monoinsaturados (Tabla 11).

5.9.4.4. Navicula sp. (cepa 3)

Los principales &cidos grasos presentes en Navicula sp. (cepa 3) fueron 16:0 (35.5%),
16:1n-7cis (43.4%) y 20:5n-3 (EPA) (29.0%) (Tabla 11).

El contenido de &cidos grasos saturados presentdé una tendencia a un mayor contenido
(43.8%) en los cultivos mantenidos con un aporte de nitrato de amonio, a una

temperatura de 25 °C y a una irradiancia de 200 HE m™ s™ (Tabla 11).

El mayor contenido de acidos grasos monoinsaturados (46.9%) siguié la misma
tendencia que los &cidos grasos saturados, con altos porcentajes en los cultivos
mantenidos con nitrato de amonio, a una temperatura de 25 °C y a una irradiancia de
200 HE m? s (Tabla 11).

Los acidos grasos poliinsaturados presentaron una tendencia a un mayor contenido
(33.8%) en los cultivos mantenidos con nitrato de sodio, a una temperatura de 20 °Cy a
una irradiancia de 100 uE m? s (Tabla 11).

La diatomea Navicula sp. (cepa 3) produjo el &cido graso 20:5n-3 (EPA) (29.0%) en la
condicion experimental mantenida con un aporte de nitrato de amonio mientras el acido
graso 22:6n-3 (DHA) (1.2%) fue sintetizado en los cultivos mantenidos con nitrato de
sodio (Tabla 11).

El perfil de acidos grasos de los cultivos de Navicula sp. (cepa 3) presentaron poca
variacion en los porcentajes obtenidos en los cultivos mantenidos con ambos aportes

de nitrogeno (Tabla 11).
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5.9.4.5. Comparacion de los acidos grasos de las cuatro especies

La composicion de acidos grasos varid entre las especies y entre las condiciones

experimentales (Tabla 11).

En general hubo una tendencia a una mayor de produccion de acidos grasos saturados
con un aporte de nitrato de amonio y a una temperatura de 25 °C para las especies
Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, y Navicula sp. (cepa 3) mientras que para la
especie Heterococcus sp. mostré una tendencia a producir un alto contenido de acidos
grasos saturados con un aporte de nitrato de amonio y a una temperatura de 20 °C
(Tabla 11).

La especie Aphanocapsa marina presenté la tendencia a producir la mayor cantidad de
acidos grasos saturados entre las cuatro especies (89.6%) en la condicién experimental
mantenida a una temperatura de 25 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a una
irradiancia de 100 pE m? s (Tabla 11).

Los acidos grasos monoinsaturados en la mayoria de las especies presentaron la
tendencia a un mayor contenido en los cultivos mantenidos con un aporte de nitrato de
amonio, con excepcion de Aphanocapsa marina en la cual se obtuvo el mayor
contenido de acidos grasos monoinsaturados con un aporte de nitrato de sodio (Tabla
11).

El contenido de acidos grasos monoinsaturados entre las cuatro especies y entre las
diferentes condiciones experimentales, tendid a presentar un alto contenido (56.0%) en
la especie Aphanocapsa marina en los cultivos mantenidos a una temperatura de 20 °C,

con un aporte de nitrato de amonio y a una irradiancia de 100 pE m? s™ (Tabla 11).

El contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) entre las cuatro especies mostro
la tendencia a un mayor contenido en los cultivos mantenidos con un aporte de nitrato
de sodio (Tabla 11).

Por efecto de la irradiancia hubo una tendencia a una mayor produccion de PUFAs a
una irradiancia de 100 uE m? s™ en las especies Tetraselmis suecica y Navicula sp.
(cepa 3) (Tabla 11).
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El porcentaje de PUFAs que fue obtenido para Heterococcus sp. tendid a un mayor
valor (55.0%) entre las cuatro especies y en las diferentes condiciones experimentales
al ser cultivada a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y a una
irradiancia de 100 pE m? s (Tabla 11).

Para la diatomea Navicula sp. (cepa 3) se obtuvieron altos porcentajes de los &cidos
grasos poliinsaturados 20:5n-3 (EPA) (29.0%) en los cultivos mantenidos a 20 °C y en
los cultivos mantenidos a 25 °C se presentd un mayor contenido del &cido graso 22:6n-
3 (DHA) (1.2%) (Tabla 11).

La razén de DHA:EPA (1.0) entre las cuatro especies y las diferentes condiciones
experimentales mostrd la tendencia a ser mayor en Heterococcus sp. en los cultivos
mantenidos con nitrato de sodio, a una temperatura de 20 °C y a una irradiancia de 200
HE m? s (Tabla 11).
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Tabla 11. Porcentaje de acidos grasos de Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) mantenidos con dos
temperaturas (20 y 25 °C), dos irradiancias (100 y 200 uE m™ s™) y dos aportes quimico de nitrégeno provistos por nitrato de sodio y por nitrato de
amonio. ALA: acido alfa linoleico, ARA: acido araquidénico, EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, PUFA: acidos grasos
poliinsaturados.

Acidos grasos Tetraselmis suecica Aphanocapsa marina
Aporte quimico de nitrégeno
NaNO; NH;NO; NaNO; NH;NO;
Temperatura (°C)
20 25 20 25 20 25 20 25
Irradiancia (LE m?s?)
100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200
Saturados
14:0 1.6 2.6 1.2 2.3 1.9 1.1 1.2 1.0 235 25.6 24.9 214 249 12.3 48.1 30.1
15:0
16:0 37.7 36.6 34.0 35.9 34.6 35.6 35.8 38.1 26.7 25.1 27.8 29.7 17.2 34.3 384 21.8
18:0 2.6 3.0 3.9 34 4.5 3.2 1.9 111 31 1.8
24:0
Suma 394 39.2 353 38.2 36.5 39.3 37.0 42.1 54.0 54.1 57.1 54.2 44.0 57.8 89.6 53.7
Monoinsaturados
14:1n-5 cis 2.7 3.7 19
16:1n-7 cis 5.1 15 34 3.4 43 2.3 43.3 43.5 40.3 429 51.7 36.0 34 429
18:1n-9 9.6 10.8 9.0 10.8 18.7 18.8 18.9 185 2.7 24 25 29 1.6 6.2 3.2 14
Suma 9.6 10.8 14.0 12.2 221 223 233 20.8 46.0 45.9 42.9 458 56.0 42.2 10.4 46.3
Poliinsaturados
18:2n-6 tra 5.6 4.6 59 5.0 7.5 7.3 7.6 7.2
18:3n-6 0.5 1.2
18:3n-3 (ALA) 26.2 22.2 26.2 24.3 18.3 17.0 17.8 16.8
20:2n-6 21 2.7 1.8 2.6 2.9 29 29 24
20:5n-3 (EPA) 17.2 20.5 16.8 17.2 114 11.2 114 10.7
22:6n-3 (DHA)
Suma PUFA 51.1 50.0 50.7 49.5 41.3 384 39.7 37.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Suma n-3 PUFA 435 42.6 43.0 41.5 29.7 28.2 29.2 27.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Suma n-6 PUFA 7.6 7.4 7.7 8.0 11.6 10.2 10.5 9.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Total 100.0 1000 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0  100.0

DHA:EPA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0




Tabla 11. Continuacioén...

91

Acidos grasos

Saturados

14:0

15:0

16:0

18:0

24:0

Suma
Monoinsaturados
14:1n-5 cis
16:1n-7 cis
18:1n-9

Suma
Poliinsaturados
18:2n-6 tra
18:3n-6

18:3n-3 (ALA)
20:2n-6

20:5n-3 (EPA)
22:6n-3 (DHA)
Suma PUFA
Suma n-3 PUFA
Suma n-6 PUFA
Total

DHA:EPA

Heterococcus sp.

Navicula sp. (cepa 3)

Aporte quimico de nitrégeno

NaNO, NH,NO, NaNO3 NH4NO3
Temperatura (°C)
20 25 20 25 20 25 20 25
Irradiancia (LE m?s?)

100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200
7.3 8.2 8.5 7.7 4.7 294 39 5.0 35 35 3.8 4.4 4.0 3.9 43 4.6
15 2.2 1.3 2.2 15

29.2 31.6 29.6 28.3 28.3 29.7 26.6 36.8 24.1 27.0 25.7 30.8 25.4 29.2 32.2 35.5
3.4 1.0 31 2.3 1.7 1.8
2.7 31 2.7 3.4 48 5.7 2.6 5.9 6.2 5.4 4.3 5.7 4.7 41 1.9
40.7 48.6 42.2 41.6 38.9 62.3 36.2 48.2 335 36.7 348 39.5 35.1 39.7 40.6 43.8
1.2 2.4 1.9 1.8 315 25.4 34.6 33.1 29.5 33.6 30.5 36.2 315 35.8 39.6 434
3.0 44 3.0 3.1 19 45 1.2 3.9 3.1 17 3.4 2.0 18 2.1 24 3.5
4.2 6.8 49 5.0 334 29.8 35.8 37.0 32.7 35.3 339 38.2 333 379 42.0 46.9
8.8 8.9 8.4 8.8 11 15 2.0 13 11 12
1.1 1.3 1.2 1.4 1.0
45.2 32.3 42.4 421 34 2.0 25 5.4 6.9 3.2 59 4.2 2.6 29 2.4 2.1
1.1 1.0 1.2 23.2 4.4 25.6 7.4 25.7 24.8 24.2 14.7 29.0 19.6 15.0 7.2
1.1 1.2
55.0 44.7 52.9 53.5 27.7 7.9 28.1 14.8 33.8 28.0 31.2 22.2 317 225 17.4 9.3
45.2 34.4 43.4 43.3 26.6 6.4 28.1 12.8 325 28.0 30.1 20.1 317 225 17.4 9.3
9.9 10.3 9.5 10.2 11 15 0.0 2.0 13 0.0 11 2.2 0.0 0.0 0.0 0.0
100.0 100.0  100.0  100.0 100.0 100.0 100 100.0 100.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0  100.0
1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
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5.9.5. Pigmentos

5.9.5.1. Tetraselmis suecica

Los valores de clorofila a de Tetraselmis suecica presentaron diferencias significativas
(P<0.05) por el efecto de la temperatura y el aporte de nitrégeno en el medio. El mayor
valor de clorofila a se obtuvo con 25 °C y con un aporte de nitrato de sodio (57.9 pg ™),
mientras que el menor valor (32.8 pg 1) se presenté al tener los cultivos a 20 °C y con
un aporte de nitrato de sodio (Figura 18). No existieron interacciones significativas
(P>0.05) en el contenido de clorofila a por efecto de la temperatura, el aporte de

nitrégeno y la irradiancia.

El contenido de clorofila b y ¢ no presentaron diferencias significativas por efecto de las
distintas condiciones experimentales (P>0.05) (Figura 18).

Los carotenoides presentaron diferencias significativas (P<0.05) por el efecto de la
interaccion de la irradiancia con la temperatura y también por efecto de la interaccién de
la irradiancia con el aporte de nitrégeno. Los valores mayores de carotenoides para
esta especie se presentaron a 25 °C, con un aporte de nitrato de amonio y una
irradiancia de 200 pE m™ s (Figura 18). Para esta variable no se encontré interaccion
significativa (P>0.05) entre los factores irradiancia, temperatura y aporte de nitrégeno
(Figura 18).

5.9.5.2. Aphanocapsa marina

Para Aphanocapsa marina la clorofila a no present6é diferencias significativas en el
contenido de clorofila a por efecto de la irradiancia (P>0.05), la temperatura (P>0.05), o
el aporte de nitrégeno (P>0.05) (Figura 18). El contenido de clorofila a no mostro
interaccion significativa (P>0.05) entre los factores de irradiancia, temperatura y aporte

de nitrogeno (Figura 18).

La clorofila b no presenté diferencias significativas por efecto de la irradiancia (P>0.05),
o la temperatura (P>0.05) o el aporte de nitrégeno (P>0.05) (Figura 18). El contenido de
clorofila b no presentd interaccion significativa (P>0.05) por el efecto de la irradiancia, la

temperatura y el aporte de nitrégeno.
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No existieron diferencias significativas en el contenido de clorofila ¢ por efecto de la
irradiancia, (P>0.05), la temperatura (P>0.05), el aporte de nitrogeno (P>0.05) (Figura
18). La clorofila ¢ no presentd interaccion significativa (P>0.05) por efecto de la

irradiancia, la temperatura y el aporte de nitrogeno.

El contenido de carotenoides obtenidos para Aphanocapsa marina presentaron
diferencias significativas (P<0.05) por efecto de las distintas condiciones experimentales
y con una interaccion significativa entre los factores (P<0.05). EI mayor valor de
carotenoides (88.0 pg clorofila ') se obtuvo a una temperatura de 25 °C, con un aporte

de nitrato de sodio y a una irradiancia de 100 uE m™ s (Figuras 18).

5.9.5.3. Heterococcus sp.

El contenido de clorofila a obtenido para Heterococcus sp. en las diferentes condiciones
experimentales, mostré diferencias significativas (P<0.05) por efecto del aporte de
nitrégeno (nitrato de sodio). El mayor contenido (164.7 ug clorofila I'*) se obtuvo en la
condicion experimental de 25 °C, con un aporte de nitrato de sodio y una irradiancia de
100 pE m™ s (Figura 18). Sin embargo, no existieron diferencias significativas en el
contenido de clorofila a por efecto de la temperatura (P>0.05) o la irradiancia (P>0.05)
(Figura 18). La clorofila a no mostro interaccion significativa (P>0.05) por efecto de la

temperatura, la irradiancia y el aporte de nitrégeno (Figura 18).

El contenido de clorofila b también presenté diferencias significativas (P<0.05) entre las
distintas condiciones experimentales por efecto del aporte de nitrdgeno. Los mayores
valores se evaluaron con un aporte de nitrato de sodio (Figura 18). Sin embargo, no
existieron diferencias significativas en el contenido de clorofila b por efecto de la
temperatura (P>0.05), el aporte de nitrdgeno (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05) (Figura
18). La clorofila b no mostré diferencias significativas (P>0.05) por la interaccion de la

temperatura, la irradiancia y el aporte de nitrégeno (Figura 18).

No existieron diferencias significativas en el contenido de clorofila ¢ por efecto de la

temperatura (P>0.05) o la irradiancia (P>0.05) o el aporte de nitrogeno (P>0.05) (Figura
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18). La clorofila ¢ no presentd diferencias significativas (P>0.05) por efecto de la

interaccion de los factores temperatura, irradiancia y aporte de nitrégeno (Figura 18).

Los carotenoides no mostraron diferencias significativas entre las diferentes
condiciones experimentales por efecto de la irradiancia (P>0.05), o la temperatura
(P>0.05) o el aporte de nitrégeno (P>0.05) (Figura 18). Los carotenoides no
presentaron interaccion significativa (P>0.05) por efecto de los factores temperatura,

irradiancia y aporte de nitrégeno (Figura 18).

5.9.5.4. Navicula sp. (cepa 3)

El contenido de clorofila a en Navicula sp. (cepa 3) presentd diferencias significativas
(P<0.05) entre las distintas condiciones experimentales por efecto de la irradiancia, los
mayores valores de clorofila a se registraron en la irradiancia 100 uE m™ s™. El mayor
contenido de clorofila a (315.8 pg clorofila 1), se obtuvo a 20 °C, con un aporte de
nitrato de sodio y una irradiancia de 100 uE m™ s™* (Figura 18). Sin embargo, los valores
de la clorofila a no mostraron diferencias significativas entre los cultivos mantenidos a
diferentes condiciones experimentales por efecto de la temperatura (P>0.05), o el
aporte de nitrogeno (P>0.05) (Figura 18). Tampoco existié interaccién significativa
(P>0.05) en el contenido de clorofila a por efecto de la interaccion de la temperatura con

la irradiancia y el aporte de nitrdgeno.

La clorofila b no presentd diferencias significativas (P>0.05) para los cultivos
mantenidos en las diferentes condiciones experimentales por efecto de la temperatura
(P>0.05), o la irradiancia (P>0.05), o el aporte de nitrogeno (P>0.05) (Figura 18).
Tampoco se encontr6 diferencias significativas (P>0.05) por efecto de la interaccion de

la temperatura, con la irradiancia y el aporte de nitrogeno (Figura 18).

El contenido de clorofila ¢ presentd diferencias significativas entre las distintas
condiciones experimentales (P<0.05), por la interaccién entre los factores temperatura,
irradiancia y aporte de nitrdgeno (Figura 18). EI mayor contenido de clorofila ¢ (52.2 ug
clorofila I'') se obtuvo a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y

una irradiancia de 100 uE m?s™.
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Los valores de carotenoides presentaron diferencias significativas (P<0.05) por el efecto
del aporte de nitrégeno y los mayores valores se obtuvieron en el aporte de nitrato de
sodio (Figura 18). El contenido de carotenoides no mostrd diferencias significativas
entre los cultivos mantenidos en las diferentes condiciones experimentales por efecto
de la temperatura (P>0.05), o la irradiancia (P>0.05) (Figura 18). Ademas, no existio
interaccion significativa (P>0.05) en el contenido carotenoides por efecto de la

interaccion de la temperatura, la irradiancia y el aporte de nitrégeno.

5.9.5.5. Pigmentos entre de las 4 especies

El contenido de clorofila a de los cultivos de las especies Tetraselmis suecica,
Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) mantenidos en las
diferentes condiciones experimentales fueron significativamente diferentes entre las
especies (P<0.05). Se encontr6 una interaccion significativa (P<0.05) entre la
temperatura, con la irradiancia y el aporte de nitrégeno. El mayor valor (315.8 pgl™) se
obtuvo para Navicula sp. (cepa 3) a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato

de sodio y a una irradiancia de 100 uE m™ s™ (Figura 18).

Los valores de clorofila b no presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre las
especies y entre las diferentes condiciones experimentales y tampoco interaccion

significativa (P<0.05) por efecto de las variables estudiadas (Figura 18).

El contenido de clorofila ¢ entre las cuatro especies mantenidas con dos aportes de
nitrégeno, a dos temperaturas y a dos irradiancias presentaron diferencias significativas
(P<0.05) (Figura 18). Para la especie Navicula sp. (cepa 3) se obtuvo el mayor valor de
clorofila ¢ (52.2 pug I'"), a una temperatura de 20 °C, con un aporte de nitrato de sodio y

a una irradiancia de 100 pE m™? s (Figura 18).

Los valores de carotenoides presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre las
cuatro especies y también por efecto de las diferentes condiciones de temperatura,
aporte de nitrogeno e irradiancia (P<0.05). Para la diatomea Navicula sp. (cepa 3) se
obtuvo el mayor valor (160.1 pg I'Y) de carotenoides a una temperatura de 20 °C, con un

aporte de nitrato de sodio y a una irradiancia de 200 pE m™? s™ (Figura 18).
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Figura 18. Valores promedio y desviacidn estandar de clorofila a ( ™® ), clorofila b (¥#==), clorofila
c (=) y carotenoides (=) de cultivos estaticos de Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina,
Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos
irradiancias (100 y 200 pE m?s ) y con dos aportes quimicos de nitrégeno provisto por nitrato de
sodio (A) y por nitrato de amonio (B). Las letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos por especie (ANOVA factorial y prueba a posteriori de Tukey, P< 0.05: a>b).



97
5.10. Ensayo de alimentacidn

Se encontré6 que las variables de la calidad del agua de los cultivos de rotiferos
(Brachionus plicatilis) mantenidos en distintas condiciones experimentales de
alimentacion, mostraron que la temperatura varié entre 21.2 a 21.6 °C, el pH se
mantuvo entre 7.3 a 7.5, el oxigeno disuelto se registré entre 4.3 y 4.6 mg I, con

respecto al amonio vari6 entre 0 a 1 mg I, y la salinidad vari6 de 35 a 36%. (Figura 19).

Temperatura (°C)

20.0 7.0
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
1.2

5.0

o 48

£

2 46
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5 44

o

S

g 42

5
4.0 4

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

38.0 1
37.5 1
37.0 1

&£ 365

Tiempo (dias)

Figura 19. Variables ambientales de mantenimiento de los cultivos de rotiferos (Brachionus
plicatilis) alimentados con Tetraselmis suecica (—® ), Navicula sp. (cepa 3) (*"*") e Isochrysis
galbana ( =*= ) como alimento control.
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5.10.1. Crecimiento poblacional de los cultivos de rotiferos

La densidad de los cultivos de rotiferos alimentados con las 3 especies de microalgas
fueron significativamente diferentes (P<0.05), los valores mayores de densidad final de
rotiferos (107 rotiferos ml™), asi como la significativamente mayor tasa de crecimiento
de rotiferos (0.11 rotifero dia™) (P<0.05), fue obtenida al alimentar los rotiferos con
Tetraselmis suecica (Figura 21), mientras que la menor densidad de rotiferos (13
rotiferos ml™*) fue obtenida por los cultivos alimentados con Navicula sp. (cepa 3)
(Figura 20 y Tabla 12).

El tiempo de duplicacion de los cultivos de rotiferos alimentados con las distintas
especies de microalgas fueron significativamente diferentes (P<0.05). Los rotiferos
alimentados con Isochrysis galbana presentarén el mayor tiempo de duplicacién (7.37
dias), seguido por los rotiferos alimentados con Tetraselmis suecica (6.65 dias). Los
cultivos de rotiferos alimentados con Navicula sp. (cepa 3) mostraron el menor tiempo
de duplicacion (5.10 dias) (Tabla 12).

Densidad (rotiferos ml1)

Tiempo (dias)

Figura 20. Valore promedio de la densidad de los cultivos de rotiferos (Brachionus plicatilis)
alimentados con Tetraselmis suecica (—® ), Navicula sp. (cepa 3) (~*") e Isochrysis galbana
(control) (=*= ). Las barras verticales representan la desviacion estandar (n=3).
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Tabla 12. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad de rotiferos, la tasa de
crecimiento, y el tiempo de duplicacion de los cultivos de rotiferos (Brachionus plicatilis)
alimentados con Tetraselmis suecica, Navicula sp. (cepa 3) e Isochrysis galbana (usado como
alimento control). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los distintos tipos de
alimento (ANOVA de unaviay prueba a posteriori de Tukey, P<0.05: a>b).

Densidad de rotiferos o ] o
4 Tasa de crecimiento Tiempo de duplicacién
(rotiferos ml™)

r (rotiferos dia™) Td (dias)
Especies Inicial Final
Tetraselmis suecica 51+4.62 107 +£17.01a 0.11+0.01a 6.65 + 0.93a
Navicula sp. (cepa 3) 51 +4.62 19+ 6.03b -0.15+0.05b -5.10 + 1.82b
Isochrysis galbana 53+4.62 87+15.14a 0.07+£0.04 a 7.37 £0.27a

El tamafio de los rotiferos obtenido al final del periodo de cultivo varié entre 383 a 402
um de largo y entre 257 a 275 pum de ancho. No existieron diferencias significativas
(P>0.05) en el tamafio (largo) de los rotiferos alimentados con los 3 tipos de microalgas

usadas como alimento (Figura 21).

Tampoco existieron diferencias significativas (P>0.05) en el ancho de los rotiferos

alimentados con los tres tipos de microalgas usadas como alimento (Figura 21).

500 -
400 +
300 -

200 A

Tamafio (um)

100 +

0 1 —mim—

Inicial

Tetraselmis Naviculasp. Isochrysis
suecica (cepa3) galbana

Tipo de alimento
Figura 21. Valores promedio del largo (®) y ancho (E) en la fase inicial y final de los cultivos de

rotiferos (Brachionus plicatilis) alimentados con Tetraselmis suecica, Navicula sp. (cepa 3) e
Isochrysis galbana (control). Las barras verticales representan + 1 desviacién estandar (n=3).
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5.10.2. Peso seco total, peso de cenizas y peso seco organico de los rotiferos

El peso seco total de los rotiferos alimentados con Tetraselmis suecica fue el
tratamiento en el cual se obtuvo el mayor valor (217.6 ug mli™) y fue significativamente
diferente (P<0.05) al peso seco total obtenido de los otros tipos de alimento

suministrados (Figura 22).

Los valores de cenizas obtenidos para los rotiferos alimentados con las 3 especies de
microalgas no fueron significativamente diferentes por efecto del tipo de alimento
suministrado (P>0.05) (Figura 22).

Los valores del peso seco organico de los cultivos de rotiferos alimentados con
Tetraselmis suecica fueron significativamente mayores (74.5 pg ml™) (P<0.05) a los

obtenidos con los otros tipos de alimento suministrados (Figura 22).

Tetraselmis Naviculasp. Isochrysis
suecica (cepa 3) galbana

Inicial

Tipo de alimento

Figura 22. Valores promedio de peso seco total (™® ) peso de cenizas ( ) Y peso seco
organico ( ™™ ) de los rotiferos (Brachionus plicatilis) alimentados con Tetraselmis suecica,
Navicula sp. (cepa 3) e Isochrysis galbana (control). Las barras verticales representan + 1
desviacion estandar (n=3). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los distintos
tipos de alimento (ANOVA de una viay prueba a posteriori de Tukey, P<0.05: a>b).
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5.10.3. Composicion proximal

No existieron diferencias significativas (P>0.05) en el porcentaje de proteinas de los

rotiferos alimentados con los 3 diferentes tipos de microalgas (Figura 23).

El contenido de carbohidratos de los rotiferos alimentados con diferentes tipos de

microalgas no mostraron diferencias significativas (P>0.05) (Figura 23).

Tampoco existieron diferencias significativas en el contenido de lipidos (P>0.05) en los

cultivos de rotiferos alimentados con los diferentes tipos de microalgas (Figura 23).

Composicién proximal (%)

Tetraselmis suecica Naviculasp. (cepa 3) Isochrysis galbana

Tipo de alimento

Figura 23. Porcentajes promedio de proteinas ( ™ ), carbohidratos ( &3 )y lipidos ( ™" ) de los
rotiferos (Brachionus plicatilis) alimentados con Tetraselmis suecica, Navicula sp. (cepa 3) e
Isochrysis galbana (control). Las barras verticales representan + 1 desviacion estandar (n=3).

Se hizo una correlacion entre los valores de la composicién proximal de las especies
utilizadas como alimento y la composicién proximal obtenida de los rotiferos, para
relacionar la cantidad y la calidad de alimento que los rotiferos ingirieron y asimilaron.
En Tetraselmis suecica se obtuvo una correlacion positiva (0.6) en el contenido de
lipidos, y una baja correlacion negativa (-0.04) en el contenido de carbohidratos y en el
contenido de proteinas se presentd una correlacion positiva (0.2) pero con bajos valores
(Tabla 13).
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La diatomea Navicula sp. (cepa 3) mostré una alta correlacion positiva (0.7) en el
contenido de carbohidratos, mientras que una baja correlacion (0.2) se presenté en el
contenido de proteinas. El contenido de lipidos obtuvo una correlacion positiva (0.4)
(Tabla 13).

Para la especie control Isochrysis galbana se obtuvo una correlacion positiva (1.0) en el
contenido de carbohidratos y lipidos (1.0), mientras que presentd una correlacion
negativa de (-1.0) en el contenido de proteinas (Tabla 13).

Tabla 13. Valores promedio y desviacién estdndar de los porcentajes de proteinas, carbohidratos
y lipidos de las microalgas usadas como alimento y de los cultivos de rotiferos (Brachionus
plicatilis) asi como el valor de correlacion (R) entre ambas variables.

Proteinas Carbohidratos Lipidos

Alimento  Rotifero R Alimento  Rotifero R Alimento  Rotifero R

Tetraselmis suecica 189+29 100+29 0.2 115+25 48+12 -004 128%+85 57+x06 0.6
Navicula sp. (cepa3) 125+19 59+43 02 101+34 54+15 0.7 88+0.7 6.1+0.7 0.4

Isochrysis galbana 10.5+1.3 81+12 -1.0 44+06 88+20 1.0 72+12 6714 1.0

5.10.4. Ensayo de sedimentacion de Navicula sp. (cepa 3)

Se obtuvo que las células de Navicula sp. (cepa 3) se sedimentaron un 89% en los
primeros 15 minutos después de agregar el in6culo y los porcentajes de sedimentacion
de las células de Navicula sp. (cepa 3) fueron significativamente diferentes (P<0.05)

entre los diferentes intervalos de tiempo,

Después de 15 min, los valores de sedimentacion de las células de Navicula sp. (cepa
3) se mantuvieron altos (85% a 93%) en los distintos tiempos de medicién a pesar de

utilizar aireacién en los sistemas experimentales (Figura 24).
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Figura 24. Valores promedio de las células sedimentadas de Navicula sp. (cepa 3) mantenidos en
recipientes de plastico transparente (1 L). Las barras verticales representan + 1 desviacion
estandar (n=3).
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6. Discusion

Aislamiento

Se aislaron 21 cepas de microalgas de las cuales el grupo taxonémico mas
representado fueron las diatomeas (Bacillariophyceae), esta tendencia podria deberse a
gue los muestreos se realizaron en la costa y las diatomeas son el grupo de microalgas
mas abundante y diverso en las zonas costera, debido a su alta tolerancia a la
variaciones medio ambientales (Round et al., 1990; Mann, 1999; Almaguer et al., 2004,
Chen, 2012).

Durante el proceso de aislamiento existieron diferentes patrones de abundancia con
respecto a los grupos taxonémicos (diatomeas, cloroficeas y cianobacterias) presentes
en las muestras ademas, se observé que la diversidad de especies disminuyé durante

el aislamiento debido a este patrén de sucesion de especies previamente mencionado.

En este estudio no todos las microalgas que estaban inicialmente en las muestras
pudieron aislarse, ya que no todos los microorganismos son cultivables como ha sido
previamente descrito por otros autores (Gerwick et al., 1994; Prieto et al., 2005) debido
a que ciertas especies tienen requerimientos nutricionales muy especificos y a que

algunas especies necesitan de otros organismos para su crecimiento (Andersen, 2005).

Por esta razon al realizar el aislamiento de las microalgas, se consideraron los
requerimientos nutricionales de las posibles especies por aislar, por lo que la
composicién del medio de cultivo fue un factor importante a utilizar para el aislamiento
(Chaichalerm et al., 2012). En el presente estudio se seleccioné el medio “f” descrito por
Guillard y Ryther (1962) para mantener a las especies en proceso de aislamiento,
debido a que por su composicién, cubre un amplio rango de requerimientos de

nutrientes para diversas especies desde cianobacterias hasta diatomeas.

Las condiciones de cultivo (temperatura, salinidad, irradiancia y tipo de luz) en las
cuales las microalgas fueron mantenidas influyeron también en el aislamiento de
microalgas, asi como la capacidad competitiva de cada especie, su tasa de crecimiento,

tamafio y su tolerancia a los cambios ambientales, las cuales fueron propiedades
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importantes para su aislamiento como se ha determinado en otros trabajos acerca del

asilamiento de especies de microalgas (Andersen, 2005; Borowitzka, 2013).

El mayor niumero de especies aisladas, en la localidad de Ensenada podria ser
atribuido a las temperaturas similares entre el sitio de muestreo y la utilizada para el
cultivo de las especies aisladas. Las especies que fueron aisladas en Ensenada,
estuvieron mejor adaptadas a las condiciones de cultivo que las especies que fueron
aisladas en los otros sitios de muestreo, este comportamiento selectivo por efecto de la
temperatura ha sido descrito para otros grupos de microalgas (Robarts y Zohary, 1987,
Kang et al., 2011).

Evaluacion del crecimiento de las especies aisladas

Durante el ensayo preliminar de evaluacion del crecimiento, fue Amphora sp. (cepa 6),
para la cual se obtuvo la mayor tasa de crecimiento (0.58 divisiones dial), y este
resultado fue mayor al obtenido por Prieto et al. (2005), donde aislaron y cultivaron
diatomeas en dos tipos de medio (“f/2” y Conway) para fines acuicolas y obtuvieron
tasas de crecimiento entre 0.0013 a 1.98 divisiones dia™. Las tasas de crecimiento
obtenidas en el presente trabajo fueron diferentes a lo obtenido por Prieto et al. (2005),
lo cual pudo deberse al tipo de medio de cultivo utilizado, a los requerimientos

nutricionales especificos y la capacidad de crecimiento de cada especie.

La mayoria de las especies de microalgas aisladas tuvieron una fase de
acondicionamiento y otras especies tuvieron un crecimiento exponencial desde el inicio
del cultivo, esta respuesta fue debida a la capacidad de adaptacién de cada especie a
las condiciones del medio, a la cantidad del indculo, al tamafio de las células y al tipo de
nutrientes disponibles en el medio de cultivo como ha sido descrito por otros autores
para el crecimiento de diversas especies de microalgas y cianobacterias (Anderson,
2005; Barsanti y Gualtieri, 2006).

Los cultivos de diatomeas y cianofitas presentaron una fase de acondicionamiento, lo
cual coincide con lo obtenido en el estudio de Prieto et al. (2005) al cultivar tres

especies de diatomeas marinas (Actinocyclus normanii, Cyclotella gromerata y
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Neodelphyneis pelagica), en donde los cultivos presentaron una fase de adaptacion
debido a que las células no estaban en condiciones de dividirse inmediatamente, ya
que requerian aclimatarse a los nutrientes disponibles en el medio de cultivo. Este tipo
de respuesta a tener una fase de acondicionamiento también esta relacionada con la

cantidad de células utilizadas como in6culo y su tamafo celular.

Reynolds (2006) sugiere que existe una dependencia de la tasa de crecimiento,
respecto al tamafio y la forma celular, ya que células pequefias como Aphanocapsa
marina que es unicelular, con forma esférica y con un didmetro de 0.75 um, tiene una
mayor proporcion de superficie-volumen y estructuras simples, por lo que no necesitan
invertir recursos en producir tejidos por lo cual tienen altas tasas de crecimiento. En la
presente investigacion, existié una tendencia similar a la sugerida por Reynolds (2006)
ya que la ciandfita filamentosa Komvophoron sp. compuesta por células pequefias fue
la especie en la que se obtuvo la mayor tasa de crecimiento (2.98 divisiones dia™),
mientras que la xantofita Heterococcus sp. la cual forma racimos de células grandes
con un tamafio promedio de 193.3 um de longitud, con un ancho de 13.14 um mostré la

menor densidad celular.

La cianofita Komvophoron sp. fue la especie que presentd la mayor tasa de crecimiento
(2.98 divisiones dial), esta tendencia podria deberse a que las cianoficeas se
caracterizan por tener altas tasas de crecimiento debido a que incrementan su
crecimiento a temperaturas en las cuales otras especies de microalgas eucariéticas
disminuyen su crecimiento. Aunque las cianofitas tienden a crecer mejor a temperaturas
entre 25 °C a 30 °C, en este estudio Komvophoron sp. crecié a 20 °C, debido a que las
cianofitas pueden tolerar diversas condiciones ambientales (Cohen y Gurevitz, 2006;
Reynolds, 2006; Gupta et al., 2013). Ademas, las cianofitas tienen estructuras simples,
no necesitan invertir energia en formar estructuras celulares mas complejas como las
diatomeas y su reproduccion es asexual por division celular simple (por biparticion o por
fragmentacion de los filamentos) lo que favorece que se reproduzcan mas rapido
(Barsanti y Gualtieri, 2006; Reynolds, 2006; Lirling et al., 2013).

La tasa de crecimiento que fue obtenida para Komvophoron sp. (2.98 divisiones dia™),
fue mayor que la documentada para Spirulina platensis (0.11 a 0.92 divisiones dia™),

gue es una especie de cianofita comunmente usada en actividades como la acuicultura,
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biotecnologia, farmacéutica y en nutraceutica (Kamilya et al., 2006; Mexia-Bernal, 2011;
Borowitzka, 2013).

Debido a las altas tasas de crecimiento obtenidas para las cianobacterias aisladas en el
presente estudio, estas especies pueden ser usadas como alimento de larvas de
camardn (Litopenaeus vannamei) tal como fue usada la cianobacteria Synechococus
elongatus en estudios previos (Moreno-Pérez y Sanchez-Saavedra, 2009). También las
cianobacterias pueden ser usadas para alimentar zooplancton (Brachionus plicatilis) el
cual tipicamente es alimentado con microalgas como Nannochloropsis oculata (Campa-

Avila y Sanchez-Saavedra, 2009).

Brown (2002) recomienda que las microalgas deben tener un tamafo entre 1 a 100 pm
para poder ser usadas como alimento vivo para larvas de peces y crustaceos asi como
para organismo filtradores. Por lo anterior las especies aisladas en el presente estudio
podrian ser usadas como alimento vivo ya que el tamafio de las cepas aisladas es

similar al rango sugerido por Brown (2002).

Es importante destacar que varias de las especies aisladas en este estudio no habian
sido previamente descritas en la literatura (Aphanocapsa marina, Komvophoron sp.),
por lo que el aislamiento de estas especies asi como tener cultivos monoespecificos
resulta en una importante contribucion para el conocimiento de la biodiversidad de

especies de microalgas de la Peninsula de Baja California y de México.

Peso seco total, peso de las cenizas y peso seco organico

Para la diatomea Amphora sp. (cepa 5) se obtuvo el mayor peso seco total en la fase
exponencial de crecimiento y también presenté el mayor contenido de cenizas de entre
todas las especies aisladas, lo cual indica una mayor proporcién inorganica, debido a
gue las diatomeas tienen un mayor contenido de cenizas por el silice que constituye su

pared celular (Parsons, 1984).

El contenido de cenizas de las especies aisladas mostro valores mayores a los
obtenidos en diversos estudios para otras especies pertenecientes al mismo grupo

taxonomico (Lynn et al., 2000; Courtois de Vigose et al., 2012). Esta tendencia podria



108
deberse a que algunos grupos de microalgas que tienen altas tasas de crecimiento,
acumulan minerales como consecuencia de sus requerimientos especificos de
nutrientes, provocando un incremento en el contenido de las cenizas (31%-71%)
(Vonshak, 1986; Roger et al.,, 1986; Roger, 2005). Ademas, posiblemente hubo un
efecto de las sales presentes en el medio de cultivo usado, ya que estas sales pueden
acumularse en la célula y quiza el formiato de amonio no fue suficiente para remover los
residuos de sales como previamente ha sido descrito para otras especies de microalgas
(Zhu y Lee 1997).

En cuanto al peso seco orgénico, fueron la diatomea Amphora sp. (cepa 5) y
Heterococcus sp., las especies que obtuvieron el mayor peso seco organico,
posiblemente a que hubo un incremento de componentes celulares de almacenamiento
como lo obtuvo Zhu et al. (1997).

La alta tasa de crecimiento, la alta densidad celular y el mayor contenido de biomasa en
peso seco total obtenidas para las especies de Komvophoron sp., Aphanocapsa marina
y Amphora sp. (cepa 5) son importantes caracteristicas para microalgas con potencial

uso en la acuicultura.

Composiciéon proximal por especie y por fase de crecimiento

La composicion proximal presentd diferencias entre las diferentes especies y también
por efecto de las dos fases de crecimiento evaluadas. Durante la fase de crecimiento
exponencial fue mayor la produccién de lipidos y resulté menor la sintesis de proteinas
y carbohidratos. Durante la fase de crecimiento estacionaria fue mayor la produccion de
proteinas y carbohidratos que la sintesis de lipidos. Esta tendencia de los cambios en la
composicién proximal, fue debida a la respuesta de cada especie a las condiciones
ambientales como luz, temperatura, salinidad, y nutrientes, y a la posterior produccion
de componentes celulares como ha sido descrita por otros autores para diversas
especies de microalgas mantenidas en cultivo (Fernandez-Reiriz et al., 1989; Brown et
al., 1996; Zhu et al., 1997; Lavoie et al., 2006; Lv et al., 2010).
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Normalmente la acumulacion de lipidos en las microalgas es mayor en la fase
estacionaria de crecimiento, y es debida a que las células tienen bajo crecimiento
causado por el proceso de limitacion por luz y/o nutrientes (Brown et al., 1996; Courtois
de Vicose et al., 2012), sin embargo en este estudio el mayor contenido de lipidos se
presentd en la fase exponencial de crecimiento, esto pudo deberse a que el indculo
provino de cultivos en fase estacionaria; en donde las microalgas contindan fijando
carbono y produciendo lipidos, como ha sido descrito para otras especies de microalgas
en donde se utilizé inéculo de una fase tardia del crecimiento exponencial (Valenzuela-

Espinoza et al., 2005; Courtois de Vigose et al., 2012).

La mayoria de las cepas aisladas tuvieron altos porcentajes de lipidos con altas tasas
de crecimiento y alto contenido de proteinas indicando que no exisitié limitacién de
nutrientes especialmente para las diatomeas que fue el grupo que mostré el mayor
contenido de lipidos como previamente se ha descrito para otras diatomeas (Brown et
al., 1997).

La produccion de lipidos de las especies aisladas obtenida en el presente trabajo fue
similar a los valores nutricionales (7.2%-23%) obtenidos por microalgas usadas

comunmente en la acuicultura (Brown, 2002; Conceicao et al., 2010).

El contenido de proteinas fue diferente entre las especies aisladas y en algunas
especies los valores de proteinas fue mayor durante la fase estacionaria de crecimiento
respecto a lo obtenido en la fase exponencial, debido a que la mayoria de las especies
aisladas estaban aun incorporando carbono e influye en el consumo de nutrientes como
los nitratos y por lo tanto influye en la produccién de proteinas como también fue

observado para la especie Rhodomonas sp. (Valenzuela-Espinoza et al., 2005).

Al evaluar el contenido de proteinas entre las distintas especies de microalgas fue
Cymbella sp. (cepa 2), la especie que mostré el mayor porcentaje (39.5%) de este
constituyente en la fase estacionaria, y este resultado junto con sus carateristicas de
crecimiento indican que la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo fue
suficiente para estimular la sintesis de proteinas por parte de las células, dicha
tendencia ha sido descrita para otras diatomeas en cultivo (Fabregas et al.,, 1989;
Ferndndez-Reiriz et al., 1989; Lourencgo, 2002; lllman et al., 2000).
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El bajo contenido de proteinas obtenido para algunas especies de microalgas aisladas
puede atribuirse a la redireccion de su metabolismo por parte de la célula para producir
componentes de almacenaje como lipidos y carbohidratos.

El contenido de carbohidratos de las especies de microalgas aisladas fue mayor en la
fase estacionaria, lo cual en algunos grupos fue atribuido a que las mircoalgas
consumieron el nitrégeno del medio de cultivo (Brown, 2002). La diatomea Cymbella sp.
(cepa 2), presentd el mayor porcentaje de carbohidratos (47.5%), lo cual indica que las
células tuvieron un factor limitante dentro del cultivo ya que esta especie ademas tuvo

una baja tasa de crecimiento.

Las especies de microalgas aisladas en el presente estudio que presentaron un alto
contenido de carbohidratos pueden ser usadas como alimento para ostiones y favorecer
su crecimiento (Enright et al., 1986).

Los resultados de carbohidratos y lipidos obtenidos para las 21 especies de microalgas
aisladas en este trabajo fueron similares a los resultados obtenidos en otros estudios,
en donde usaron especies de microalgas nativas como alternativa de alimento en la
acuicultura (Renaud et al., 1994; Natrah et al., 2007; Tzovenis et al., 2009).

Las diferencias entre los valores obtenidos de la composicion proximal para las 21
especies de microalgas aisladas, respecto a los obtenidos en otros estudios para
especies similares, podrian ser debidos a las diferencias en las condiciones de cultivo,
al estado fisiologico del indculo y a la fase de crecimiento en la cual fueron cosechadas

las muestras para su analisis tal como lo menciona Brown et al. (1997).

Perfil de 4cidos grasos

El contenido de &cidos grasos varid entre las especies aisladas de acuerdo al grupo
taxondmico al que pertenece, incluso entre especies del mismo género, se encontraron
diferencias, como sucedié con el género Amphora al que pertenecen 7 cepas de las
especies aisladas, en donde el contenido de acidos grasos entre ellas fue diferente.
Estas diferencias en el contenido de acidos grasos, pueden atribuirse a que cada cepa

0 especie tiene una respuesta especifica las condiciones ambientales y a que las cepas
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aisladas vienen de diferente sitio de colecta y en consecuencia, distinta adaptacion a
las condiciones ambientales de cultivo. Esta diferencia en el contenido de &cidos grasos
entre especies, e inclusive para una misma especie, han sido previamente descritas en
otros estudios (Ling y Mai, 2005; Lang et al., 2011; Chen, 2012).

En general, el contenido de acido palmitico (16:0) fue alto (5.8% a 47.8%) en todas las
especies de microalgas aisladas, posiblemente debido al agotamiento de nitrégeno en
el medio de cultivo, lo cual podria deberse a que las muestras para el analisis de acidos
grasos se cosecharon en la fase de crecimiento estacionaria temprana, cuando inicia la
sintesis de metabolitos de reserva (lipidos y carbohidratos), y el acido palmitico es uno

de los primeros acidos grasos que son sintetizados por microalgas (Go et al., 2012).

El perfil de acidos grasos de las especies de cianofitas aisladas fue similar a lo obtenido
por otros autores (Guedes et al., 2011; Lang et al., 2011). En el presente estudio
existieron diferencias en el contenido de &cidos grasos entre el grupo de cianofitas
filamentosas (Komvophoron sp. y Phormidium sp.) y la cianofita unicelular
(Aphanocapsa marina). Las cianofitas filamentosas presentaron un alto contenido de
acido a-linolénico (ALA) (13.4% a 37.5%), mientras que Aphanocapsa marina (colonias
de células esféricas) presentd un alto porcentaje de acido palmitoleico (44.1%), lo que
podria estar asociado con su composicion lipidica de la membrana como fue descrito en

otras especies de microalgas (Tedesco y Duerr, 1989; Sato y Wada, 2009).

Aungue las cianobacterias filamentosas tuvieron un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados (30.9% to 43.9%), no se encontraron los acidos grasos esenciales EPA
(acido eicosapentaenoico) y DHA (acido docosahexaenoico) los cuales son importantes
para la acuicultura (Garcia, 2000; Cardozo et al., 2007). Sin embargo, estas especies
de cianobacterias aisladas antes mencionadas en el presente estudio (Komvophoron
sp., Phormidium sp. y Aphanocapsa marina), pueden ser usadas como alimento para
juveniles de camarédn tal como fue utilizada la cianobacteria Phormidium sp., como
alimento para Penaeus monodon (Sivakumar et al., 2011). Adicionalmente las especies
de cianobacterias aisladas también podrian ser utilizadas para obtener pigmentos,
compuestos antioxidantes y como suplemento alimenticio para peces (Belay et al.,
1996; Abed et al., 2009; Varshney et al., 2015).
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La clorofita Tetraselmis suecica mostré un alto contenido de acido palmitico (16:0), a-
linolénico (ALA) (18:3n-3), y acido eicosapentaenoico (EPA) (20:5n-3), estos resultados
coinciden con lo descrito en estudios realizados por otros autores para la misma
especie (Brown, 2002; Patil et al. 2007; Guedes et al 2011), y sefialan que los acidos
grasos encontrados para esta especie son esenciales para la nutricion en animales y
humanos. El contenido de EPA obtenido para Tetraselmis suecica en el presente
trabajo, fue mayor que el evaluado por Fernandez-Reiriz et al. (1989) (0%) para la
misma especie y por Lourenco et al. (2002) para Tetraselmis gracilis (10.7%) en la fase
estacionaria temprana de crecimiento. Las diferencias en el contenido de acidos grasos
de Tetraselmis suecica obtenidas en el presente trabajo y lo mencionado en otros
estudios, se debieron a las diferentes condiciones ambientales de cultivo, al medio de
cultivo utilizado y posiblemente a diferencias en la respuesta fisioldégica aln entre cepas

de la misma especie.

La xantofita Heteroccocus sp. tuvo un perfil de acidos grasos similar a o obtenido por
Patil et al. (2007) y Lang et al. (2011) para otras especies de xantoficeas. Heteroccocus
sp. mostré un bajo porcentaje de EPA (1.5%), ARA (3.2%) y ALA (42.4%), que son
importantes para la nutricion animal debido a que son componentes estructurales de
lipidos de membrana (Cardozo et al.,, 2007; Guedes et al., 2011). Existen pocos
estudios sobre la composicion de acidos grasos de xantofitas, lo cual hace dificil
comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con otros estudios, sin
embargo los datos evaluados no han sido previamente reportados y son una

contribucion al estudio de este grupo de microalgas.

El alto contenido de los &cidos grasos 14:0, 16:0, 16:1n-7, 20:4n-6 (ARA) y 20:5n-3
(EPA) obtenido para las diatomeas en el presente estudio fue similar a lo obtenido en
otros estudios para el grupo de las diatomeas durante la fase de crecimiento

estacionaria temprana (Ying y Kangsen, 2005; Chen, 2012).

Las diatomeas presentaron un alto porcentaje de PUFAs (n-3 y n-6), en particular el
acido eicosapentaenoico (EPA), pero su contenido vario entre las especies, aisladas
posiblemente debido a que cada especie y cada cepa distribuye y acumula de manera
diferente los diferentes tipos de lipidos en su estructura intracelular como mencionan

previamente otros autores (Liang and Mai, 2005; Lv et al., 2010; Chen, 2012).
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Particularmente Amphora sp. (cepa 5) presentd un alto contenido de EPA (39.6%) y fue
mayor al obtenido por Correa-Reyes et al. (2009) para diferentes especies de

diatomeas bentonicas y que son usadas como alimento para postlarvas de abuldn rojo.

Ensayo de toxicidad

Los medios residuales de las especies aisladas no fueron toxicos para los nauplios de
Artemia debido a que, las especies aisladas no liberaron compuestos toxicos
extracelulares en las condiciones ambientales en las que fueron cultivadas las 21

especies de microalgas aisladas.

La produccion de compuestos toxicos depende de factores ambientales como la
temperatura, el pH, la intensidad luminica y la concentracion y el tipo de nutrientes
(especialmente el nitrogeno y el fosforo) (Carballo et al., 2003; Scholz y Liebezeit,
2012). Ross et al. (2006) realizaron un estudio sobre la toxicidad de la cianofita
Microcystis aeruginosa y encontraron que la toxicidad se incrementé cuando fue
estresada por aumento en la salinidad. Las condiciones de cultivo usadas en el
presente trabajo, estan en el rango de condiciones de cultivo estandar comunmente
usadas en la produccion de microalgas bajo condiciones controladas como ha sido
descrito por Andersen (2005). Ademds, ninguno de los sitios en donde fueron
colectadas las muestras de agua para el aislamiento de microalgas, presentd un
florecimiento algal nocivo, lo cual también indica que las microalgas aisladas no son

toxicas para otros organismos.

La produccién de compuestos téxicos también depende del grupo taxondémico al que
pertenezca la microalga, en el presente estudio fueron aisladas cianofitas que pueden
producir toxinas (Ortega et al., 2007; van Apeldoorn et al., 2007), sin embargo, en el
presente estudio ninguno de los extractos obtenidos de los medios residuales de las
cianofitas estudiadas resultd toxico para los nauplios de Artemia en las condiciones de

cultivo utilizadas.
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Efecto de distintas condiciones experimentales para cuatro especies

seleccionadas

A partir de las especies aisladas, se seleccionaron cuatro especies que presentaron alta
tasa de crecimiento, con el propdsito de conocer la respuesta del crecimiento,
composiciéon proximal y el perfil de acidos grasos al ser mantenidas en distintas
condiciones de cultivo. Las especies seleccionadas para ser evaluados fueron:

Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp., y Navicula sp. (cepa 3).

Existen diversos estudios sobre el efecto de la temperatura, el aporte de nitrégeno y la
irradiancia respecto al crecimiento de microalgas, pero pocos estudios evallan el efecto
de la interaccion de mas de dos factores ambientales respecto al crecimiento y la
composicién proximal (Redalje y Laws, 1983; Lourenco et al., 2002; Kang et al., 2011),
con el propésito de conocer las mejores condiciones para su cultivo y la respuesta en la

sintesis de lipidos.

Tetraselmis suecica

Las curvas de crecimiento de Tetraselmis suecica muestran un crecimiento continuo y
en especial con el aporte de nitrato de sodio se obtuvieron los mayores valores de
crecimiento, lo cual podria deberse a que Tetraselmis suecica puede crecer en un
amplio rango de tipo y concentracion de nutrientes en el medio natural ya que esta
clorofita se encuentra comunmente en aguas eutrofizadas como lo han descrito otros
autores (Fabregas et al., 1985; Weiss et al., 1985). Ademas, el nitrato de sodio fue el
aporte de nitrdgeno que previamente se utilizd como nutriente en el medio de cultivo
usado para el aislamiento, por lo anterior posiblemente la especie ya tenia un

preacondicionamiento a usar este tipo de forma quimica del nitrdgeno del medio.

La mayor densidad celular cuantificada para Tetraselmis suecica en este estudio fue
evaluada a una temperatura de 25 °C con un aporte de nitrato de sodio y a una
irradiancia de 200 HE m™? s™. Se ha evaluado que hay un mayor crecimiento de
Tetraselmis suecica conforme aumenta la temperatura, mientras que el nitrato de sodio

es esencial para la produccion de biomasa, la irradiancia utilizada suministro la energia
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suficiente para el crecimiento (Go et al., 2012; Chen et al., 2012). Nieves et al. (2005)
realizaron cultivos de Tetraselmis suecica a 25 °C, en medio “f” con una adicién de 5,
10 y 20 mg I* de productos de zeolita, a una irradiancia de 120-130 UE m™? s y
obtuvieron una densidad celular en un rango de 0.6-0.7x10° células ml™, estos valores
reportados por los autores antes mencionados fueron menores a los que se obtuvieron
en este estudio con la especie aislada y mantenida en distintas condiciones de cultivo,
estas diferencias en las densidades celulares obtenidas se deben a la diferentes

aportes de nutrientes y de irradiancia.

En el presente estudio hubo un efecto de la temperatura sobre la tasa de crecimiento
obtenida para Tetraselmis suecica, mostrando los mayores valores de crecimiento a
una temperatura de 20 °C, similar a lo descrito en el estudio realizado por Weiss et al.
(1985) quienes mencionan que la temperatura Optima para el crecimiento de
Tetraselmis suecica se encuentra en un rango de entre 25 °C a 27 °C, pero puede
obtener altas densidades celulares en un rango de temperatura de 15 °C a 32 °C, lo
anterior ocurre siempre que se tenga una alta concentracion de nutrientes en el medio

de cultivo.

Las tasas de crecimiento obtenidas en este estudio para Tetraselmis suecica fueron
similares a las obtenidas por Fabregas et al. (1985) (0.53-0.63 divisiones dia™) en
condiciones similares de cultivo a las del presente trabajo, asi como a los valores
mostrados en el estudio realizado por Weiss et al. (1985) (0.61 divisiones dia™) al
mantener a esta clorofita en agua de mar con un aporte de nitrato de potasio y a una

temperatura de 22 °C.

La mayor tasa de crecimiento y la mayor densidad celular de Tetraselmis suecica se

1 esta tendencia coincide con lo

obtuvieron con una irradiancia de 200 pE m? s
mostrado en un estudio realizado por Meseck et al. (2005) con la especie Tetraselmis
chui (cepa PLY429), en el cual tuvieron mayores densidades celulares (2.5x10° células
ml™?) y una tasa de crecimiento (0.58 divisiones dia™) en los cultivos mantenidos con

altas irradiancias (220 HE m™? s™).
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Con respecto a los tiempo de duplicacion obtenidos para Tetraselmis suecica en este

estudio, se encontraron similares resultados a los obtenidos por Weiss et al. (1985) (2

dias).

Los resultados obtenidos en este trabajo para Tetraselmis suecica en las distintas
condiciones de cultivo, muestran que esta cloroficea es capaz de crecer y aclimatarse a

diferentes condiciones de cultivo.

Aphanocapsa marina

Las curvas de crecimiento de la cianofita Aphanocapsa marina muestran que tuvo una
preferencia por el aporte de nitrato de amonio en el medio de cultivo, esto podria
deberse a que las cianofitas son capaces de crecer con amonio como aporte de
nitrogeno, que es la forma quimica de nitrdgeno mas facil de incorporar y asimilar por

las cianobacterias (Flores y Herrero, 1994).

Las tasas de crecimiento obtenidas en este estudio para Aphanocapsa marina, fueron
menores a las evaluadas por Lourenco et al. (2002) para Synechococcus subsalsus con
aporte de nitrato de sodio (1.34 divisiones dia™) y nitrato de amonio (1.44 divisiones dia’
1. En este estudio el crecimiento de Aphanocapsa marina fue mayor a una irradiancia
de 200 PE m™s™ mientras que en el estudio realizado por Loreto et al. (2003) con
Anabaena PCC 7120 no obtuvieron diferencias en las tasas de crecimiento debidas a
las diferentes concentraciones de nitrato de sodio (0, 1, 2, 4, 8 mM) y diferentes

irradiancias (78, 156 y 238 umoles m? s*) usadas en el estudio.

Las mayores tasas de crecimiento en Aphanocapsa marina se obtuvieron a una
temperatura de 20 °C, sin embargo a 25 °C se ha visto que es la temperatura 6ptima de
crecimiento para diversas especies de cianofitas, pero estos organismos pueden crecer
a otras temperaturas diferentes a las O6ptimas, debido a su alta capacidad de
aclimataciéon (Robarts y Zohary, 1985; Lirling et al., 2013). Lirling et al. (2013)
realizaron un estudio comparativo de las tasas de crecimiento entre cianofitas y
clorofitas de agua dulce cultivadas a diferentes temperaturas (20 °C a 35 °C), y

encontraron que las tasas de crecimiento (0.40-0.93 divisiones dia™) que obtuvieron a
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25 °C, fueron mayores a las obtenidas en este estudio a la misma temperatura para los

cultivos de Tetraselmis suecica y Aphanocapsa marina.

Heterococcus sp.

La especie Heterococcus sp. present6 una fase de acondicionamiento y una preferencia
por el aporte de nitrato de sodio lo que propicié un mayor crecimiento a una irradiancia
de 100 pE m? s, estos resultados muestran para esta especie una preferencia por
este aporte de nitrégeno y por una baja irradiancia. En un estudio realizado por
Casselton (1966) con la especie Heterococcus caespitosus y otras microalgas de la
clase Xanthophyceae, encontraron que esta especie de xantofita puede crecer en
condiciones de obscuridad y con un aporte de glucosa.

En este estudio hubo un efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Heterococcus
Sp. ya que obtuvo una alta tasa de crecimiento a una temperatura de 20 °C sin
embargo, en un estudio realizado por Belcher y Fogg (1958) con la xantofita Tribonema
aequale obtuvieron que su temperatura 6ptima de crecimiento fue de 25 °C, y que es

capaz de utilizar diferentes compuestos organicos de nitrégeno.

Navicula sp. (cepa 3)

Las curvas de crecimiento de la diatomea Navicula sp. (cepa 3) presentaron una fase
de acondicionamiento en todas las condiciones experimentales, lo anterior puede
deberse al estado fisioldgico de las células y que a pesar de que en el medio de cultivo
existiera una alta concentracion de nutrientes en el medio, no habia incorporacion de
los nutrientes hacia la célula, posiblemente debido a que la concentracion del in6culo
fue baja permitiendo una mayor penetracion de la luz, y provocando un estrés en la
célula y por consiguiente afecté la tasa de crecimiento como previamente ha sido

descrito para una rodoficea marina (Lafarga-de la Cruz et al., 2006).

En el presente estudio las tasas de crecimiento de Navicula sp. (cepa 3) mostraron

diferencias entre las condiciones experimentales por efecto del aporte de nitrégeno y



118
por la temperatura y que resulta contrario a lo obtenido por Lourencgo et al. (2002),
quienes evaluaron el crecimiento de dos especies de diatomeas al cultivarlas con tres
aportes de nitrogeno (nitrato de sodio, amonio y urea), y en este estudio no obtuvieron
diferencias por efecto del tipo de aporte de nitrégeno, sefialando los autores que el

silice pudo ser el nutriente limitante para la asimilacion de nitrégeno.

Las altas tasas de crecimiento obtenidas para Navicula sp. (cepa 3) al cultivar las
células con un aporte de nitrato de sodio es una tendencia que ha sido descrita por
otros autores para el genero Navicula (Lewin y Guillard, 1963; Fisher y Cowdell, 1982;
Lebeau y Robert, 2003). Sin embargo cuando las células de Navicula sp. (cepa 3)
fueron cultivadas con un aporte de nitrato de amonio presentaron las menores tasas de
crecimiento debido a un posible efecto de inhibicion por la absorcién del amonio como
ha sido descrito para otras especies de diatomeas como Skeletonema costatum (Bates,
1976) y Thalassiosira pseudonana (Yin et al., 1998).

Con respecto al efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Navicula sp. (cepa 3)
se obtuvieron altas tasas de crecimiento a 25 °C. Esta tendencia es debida a que las
diatomeas tienen un amplio rango de tolerancia a diferentes temperaturas, ademas de
gue el crecimiento es dependiente de la interaccion de la temperatura con otros factores
como la luz, los nutrientes y las caracteristicas fisiologicas de la especie (Admiraal,
1977; Renaud et al., 1995; Tian et al., 2002).

Las tasas de crecimiento obtenidas en este estudio para Navicula sp. (cepa 3) fueron
similares a las obtenidas por Correa-Reyes et al. (2001) para la diatomea Navicula

incerta (0.40 divisiones por dia™®) mantenida en condiciones similares de cultivo.

Las densidades celulares de Navicula sp. (cepa 3) se modificaron debido al tipo de
aporte quimico de nitrégeno en el medio de cultivo, presentando altas densidades
celulares con el aporte de nitrato de sodio. Esta tendencia es debida a que las
diatomeas pueden aclimatarse y crecer en diferentes medios de cultivo tanto con
aportes organicos como inorganicos, sin embargo la sintesis de compuestos organicos
es lenta. En el caso del uso de amonio como nutriente en algunas especies de
diatomeas, este nutriente no promueve el crecimiento debido a la poca tolerancia por

este nutriente, por lo cual se obtuvo una mayor densidad con nitrato de sodio en



119
diversas investigaciones realizadas con distintas especies de diatomeas (Lewin y
Guillard, 1962; Fisher y Cowdell, 1982; Lebeau y Robert, 2003).

Comparacion entre las cuatro especies de microalgas en distintas condiciones de

cultivo

La especie Tetraselmis suecica mostré las mayores densidades celulares obtenidas en
las curvas de crecimiento entre las cuatro especies seleccionadas y mantenidas con un
aporte de nitrato de sodio, estos resultados son debidos a que esta especie es muy
tolerante a cambios de salinidad, pH y puede crecer con diferentes aportes de
nutrientes como ha sido descrito previamente por otros autores (Fabregas, et al. 1985;
Weiss, et al. 1985). Fabregas et al. (1985) mostraron que al cultivar a Tetraselmis
suecica en altas concentraciones de nitrato de sodio (2x10® a 1.6x10° M NaNOs), a 15
°C y con un inéculo inicial de 50x10* células ml™, obtuvieron curvas de crecimiento con
una fase de acondicionamiento de dos dias. Estas diferencias entre las curvas de
crecimiento obtenidas por Fabregas et al. (1985) y las mostradas en el presente trabajo,
son debidas a la diferente cantidad de inGculo de los cultivos y a la concentracion molar
de nitratos en el medio de cultivo, ya que en el presente trabajo la concentracién molar

del nitrato de sodio fue mayor (1.7x10° M).

Las caracteristicas de las cuatro especies seleccionadas, el tipo de aporte de nitrdgeno
y la irradiancia, son factores que influyeron en las densidades celulares obtenidas en
los ensayos experimentales. La cianofita Aphanocapsa marina fue la especie en la que
se obtuvo los mayores valores de densidad celular, mostrando una preferencia por el
aporte de nitrato de sodio y una irradiancia de 200 HE m™ s. La alta densidad celular
de Aphanocapsa marina podria deberse a su menor tamafio, por consiguiente a su
acelerado metabolismo y a el tipo de reproduccion asexual de estos organismos, como
previamente ha sido descrito para otras especies de cianobacterias (Barsanti y
Gualtieri, 2006; Reynolds, 2006).

La especie Aphanocapsa marina también presento la mayor tasa de crecimiento de
entre las cuatro especies cultivadas en las diferentes condiciones experimentales, con

un aporte de nitrato de sodio debido a que las cianobacterias pueden asimilar del nitrato
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a través de la reduccion de nitrato intracelular a amonio (via nitrito), ademas que es la
forma de incorporar el nitrégeno a los compuestos organicos (Lourenco et al., 2002;

Flores y Herrero, 1994).

Peso seco total, peso de las cenizas y peso seco organico

La temperatura, la irradiancia asi como la interaccion entre los factores temperatura y el
nitrato de amonio fueron los factores que influyeron en el peso seco total, el contenido
de cenizas y el peso seco orgénico de Tetraselmis suecica y de acuerdo a Kang et al.
2011, tanto la temperatura como la luz son factores importantes que controlan el

crecimiento y los procesos intracelulares de las microalgas.

El peso seco total, el contenido de cenizas y el peso organico de Aphanocapsa marina
presentaron diferencias en los cultivos por efecto de la temperatura, la irradiancia y el
aporte de nitrégeno e influyeron en la produccién de biomasa. De acuerdo a Pandey et
al. (2010) la irradiancia afecta el crecimiento y la tasa fotosintética de las células y por

consiguiente la produccion de biomasa.

La temperatura es otro factor que influy6 en la produccién de biomasa microalgal, en un
estudio realizado por Kenekar y Deodhar (2013) donde evaluaron el efecto de la
variables fisicoquimicas sobre la productividad de Geitlerinema sulphureum, obtuvieron
diferencias en el peso al cultivar a esta cianofita a 20 °C y 25 °C, dicha tendencia fue

similar a lo obtenido en el presente estudio.

Con respecto a el peso seco total, el contenido de cenizas y el peso seco organico de la
xantofita Heterococcus sp., se presentaron cambios por efecto de la irradiancia (100 puE
m? s) y el aporte de nitrégeno (nitrato de amonio). Sin embargo, en otros estudios
realizados con otras especies de xantofitas obtuvieron una mayor acumulacién de
biomasa a irradiancias de 134 pE m? s a 450 pE m? s (Rezanka et al., 2010; Gigova
et al., 2012; Nelson et al., 2013) Esta diferencia entre los resultados de peso obtenidos
para Heterococcus sp. en el presente trabajo y los obtenidos en los estudios
previamente mencionado, podrian deberse a las diferencias fisiologicas entre las

especies utilizadas y al sitio de donde fueron aisladas, ya que la mayoria de las
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especies de los otros trabajos antes descritos en este parrafo fueron aisladas de

muestras del suelo o de hébitats con temperaturas entre los 4 °C a 22 °C.

La temperatura, la irradiancia y el aporte de nitrato de sodio modificaron el peso seco
total, las cenizas y el peso seco organico de Navicula sp. (cepa 3). Esta tendencia se
debid a que las condiciones de cultivo influyeron en el tamafio y grosor de la frastula asi
como en la acumulacién de silice relacionada con la disponibilidad de nutrientes en el
medio como ha sido descrito por otros autores para diatomeas en cultivo (Sicko-Goad et
al., 1984).

Las diferencias en el peso de las cuatro especies seleccionadas muestran alta
produccion de biomasa y tolerancia de Tetraselmis suecica a los cambios en las
condiciones de cultivo, lo que le permitieron obtener los mayores valores de peso seco

total, contenido de ceniza y peso seco organico.

Composicion bioquimica
Tetraselmis suecica

El alto contenido de proteinas de Tetraselmis suecica presentd un incremento por
efecto de la irradiancia y del aporte de nitrato de amonio, lo cual indica que la
irradiancia afect6 el crecimiento e influyd en la asimilacién de nitrégeno favoreciendo la
sintesis de proteinas. La asimilacion de nitrégeno es dependiente de la luz, ya que es
necesaria la energia (ATP) obtenida en la fotosintesis para el transporte activo de
nitrato, la sintesis de proteinas y para el crecimiento (Barsanti y Gualtiere, 2006;

Vasquez-Suarez et al., 2013).

En el presente trabajo el aporte de nitrato de amonio no favorecid el crecimiento
microalgal de Tetraselmis suecica pero si la produccion de proteinas, lo cual podria
deberse a que la asimilacién del amonio no requiere de un sistema enziméatico para su
reduccion y posterior produccion de aminoacidos y sintesis de proteinas como ha sido

descrito para otras especies de microalgas (Lourencgo et al., 1997).
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El mayor porcentaje de proteinas (26.8%) obtenido para Tetraselmis suecica en el
presente estudio fue similar al valor de proteinas (20%) obtenido por Brown et al.
(1997), quienes evaluaron el valor nutricional de Tetraselmis suecica en condiciones
similares de temperatura (20 °C) e irradiancia (80 UE m? s™). La diferencia en el
contenido de proteinas entre los ambos estudios se debié a los diferentes tipos de

medios de cultivo utilizado.

El contenido de carbohidratos de Tetraselmis suecica fue similar (6.7%-13.8%) entre
todas las condiciones experimentales evaluadas en este estudio, y los porcentajes
obtenidos en el presente trabajo resultaron similares a los obtenidos por Brown, et al.
(1997) para Tetraselmis suecica (14%) y por Lourenco, et al. (2002) (24.4%) para
Tetraselmis gracilis mantenida en condiciones de cultivo similares a las del presente

trabajo.

Los porcentajes de lipidos obtenidos en este estudio (6.8%-17.6%) para Tetraselmis
suecica en las diferentes condiciones experimentales, fueron similares a los obtenidos
por Lourencgo et al. (2002) para Tetraselmis gracilis (9.1%-12.9%) al cultivarla con tres

tipos de aportes de nitrégeno (nitrato de sodio, amonio y urea).

El similar contenido de carbohidratos, asi como similares valores de lipidos entre las
diferentes condiciones experimentales para Tetraselmis suecica, pueden ser debidos a
la etapa del cultivo en la cual fue obtenida la muestra (estacionaria temprana) para el
analisis de composicion proximal. Se conoce que en la fase estacionaria temprana de
crecimiento, aun hay nitrégeno disponible en el medio favoreciendo la produccién de
proteinas, pero no la sintesis de productos de reserva como los carbohidratos y lipidos,
esta tendencia ha sido descrita por otros autores para diversas especies de microalgas
(Brown et al., 1996, 1997).

El mayor contenido de acidos grasos saturados y monoinsaturados obtenido para
Tetraselmis suecica en el presente trabajo, mostr6 que hubo un mayor contenido de
este tipo de acidos grasos con un aporte de nitrato de amonio en el medio de cultivo, lo
cual pudo deberse a un estrés nutricional causado por una deficiencia en el aporte de
nitrdgeno promoviendo en consecuencia la sintesis de estos acidos grasos (Vasquez-
Suarez et al., 2013; Sanchez-Garcia et al., 2013).
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En los cultivos de Tetraselmis suecica, para el acido graso saturado 16:0 se obtuvieron
altos porcentajes en todas las condiciones experimentales, esta tendencia es debida a
la acumulacion de acidos grasos saturados por limitacion de nutrientes, coincidiendo
con lo obtenido por Sanchez-Garcia et al. (2013) y por Otero y Fabregas (1997) en

Tetraselmis suecica.

En el presente trabajo Tetraselmis suecica mostrd un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados en todas las condiciones experimentales, y de entre los PUFAs fueron
los acidos grasos 18:3n-3 (ALA) y 20:5n-3 (EPA) en los cuales se obtuvieron los
mayores porcentajes con un aporte de nitrato de sodio. Esta tendencia previamente
descrita para Tetraselmis suecica en este estudio, puede ser debida a la alta
disponibilidad del nitrato sodio en el medio de cultivo, ya que Otero y Fabregas (1997)
proponen que hay un aumento en el grado de insaturacién de los acidos grasos cuando

hay disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo.

La clorofita Tetraselmis suecica en el presente trabajo mostré un alto porcentaje
(20.5%) del acido graso 20:5n-3 (EPA), al cultivar a esta clorofita a una temperatura de
20 °C, con una irradiancia de 200 pE m? sy con un aporte de nitrato de sodio,
resultando que el contenido de EPA fue mayor al obtenido en otros estudios para
especies del género Tetraselmis (Zhukova y Aizdaicher, 1995; Lourenco et al., 2002;
Sanchez-Garcia et al., 2013).

Aphanocapsa marina

La especie Aphanocapsa marina presentd un incremento en el contenido de proteinas
por efecto del aporte de nitrato de amonio. De acuerdo a lo mencionado por Flores y
Herrero (1994) y Florencio (1999), esta tendencia se debe a que las cianobacterias son
organismos capaces de asimilar distintas formas de nitrégeno entre ellas el amonio que
puede ser incorporado rapidamente por su grado de oxidacion a compuestos organicos

para la sintesis de proteinas.

Al mantener a los cultivos de Aphanocapsa marina con una irradiancia de 200 uE m™? s

y a una temperatura de 25 °C se incremento el contenido de proteinas, esta tendencia
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también fue obtenida por Loreto et al. (2003) con la cianobacteria Anabaena PCC 7120,
ya que obtuvieron una mayor produccion de proteinas a una similar irradiancia (156 pE
m? s™). Esta respuesta del incremento de proteinas, se debe a que la produccién de
proteinas tanto en microalgas como en cianobacterias es dependiente del proceso de

fotofosforilacidn y de la disponibilidad de luz (Loreto et al., 2003).

No hubo diferencias en el contenido de carbohidratos de Aphanocapsa marina entre las
diferentes condiciones experimentales, (5.22-14.75%), lo cual indica que no hubo
limitacion de nutrientes o saturacion de luz que causara un aumento de carbohidratos.
Ademas, los valores del porcentaje de carbohidratos obtenidos para Aphanocapsa
marina en el presente estudio fueron similares a lo reportado en otros estudios para

otras especies de microalgas y cianobacterias (Volkman et al., 2006)

La produccién de lipidos de la cianobacteria Aphanocapsa marina fue modificada por
efecto del tipo de aporte de nitrégeno (nitrato de amonio) y de la irradiancia (200 pE m™
s1), estas condiciones de cultivo promovieron un incremento en la sintesis de lipidos,
pero se obtuvo la menor densidad celular. En algunas especies de microalgas y
cianobacterias se ha encontrado una relacion inversa entre el contenido de biomasa y
la produccion de lipidos (Sanchez-Garcia et al., 2013), esta tendencia previamente
descrita es acorde a los resultados del incremento de lipidos evaluados en este estudio

para Aphanocapsa marina.

Los resultados de lipidos obtenidos en Aphanocapsa marina en el presente trabajo,
también indican que posiblemente hubo una disminucion en el contenido de nitrégeno
disponible en el medio, lo cual favorecié la produccién de lipidos, pero disminuyo la tasa
de crecimiento, esta tendencia previamente ha sido descrita para otras especies de
microalgas en similares condiciones de cultivo (Brown et al., 1997; Sanchez-Garcia et
al., 2013).

Diversos autores (Fernandez-Reiriz et al., 1989; Courtois de Vigose, 2012; Pignolet et
al.,, 2013) sefialan que cuando las condiciones de cultivo son 6ptimas para el
crecimiento, no lo son para la produccion de lipidos, y esto causa que se incremente la

produccion de lipidos usualmente en la fase estacionaria de crecimiento, ya sea por
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efecto de la limitacibn de algun nutriente en el medio de cultivo, o bien por un

decremento en la cantidad de luz disponible debido a la alta densidad celular.

El perfil de acidos grasos de la cianobacteria Aphanocapsa marina en las diferentes
condiciones experimentales de éste estudio, se caracterizé por un alto contenido de
acidos grasos saturados y monoinsaturados, y sin produccion de acidos grasos
poliinsaturados, lo cual se debe a que las cianobacterias unicelulares carecen de acidos
grasos poliinsaturados o hay una baja produccion de éste tipo de compuestos, sin
embargo han encontrado que en cianobacterias filamentosas si hay sintesis de PUFAs
(Oren et al., 1985). Como en el presente estudio, hubo altos porcentajes del acido graso
poliinsaturado 18:3n-3 en dos de las especies de cianobacterias filamentosas aisladas
Komvophoron sp. (37.5%) y Phormidium sp. (13.4%). Esta diferencia en la produccion
de acidos grasos poliinsaturados entre cianobacterias unicelulares y filamentosas
también fue obtenida por Guedes et al. (2011).

Los principales acidos grasos 14:0 (48.1%), 16:0 (38.4%) y 16:1n-7cis (51.7%)
obtenidos para Aphanocapsa marina coinciden con los valores obtenidos por Merritt et

al. (1991) en cepas de cianobacterias unicelulares marinas.

1 en los cultivos de

En este estudio al utilizar una irradiancia de 100 YHE m? s
Aphanocapsa marina, se presentd un mayor contenido de acidos grasos, lo cual podria
deberse a que la irradiancia influyé en la composicion de acidos grasos saturados. Esta
especie de cianobacteria fue aislada de la zona costera de Ensenada y al cultivarla a
100 HE m? s pudo causar un estrés en la célula y favorecer la sintesis de acidos

grasos (Kumari et al., 2013).

Por efecto de la temperatura, también se modific6 el contenido de acidos grasos
saturados de Aphanocapsa marina. De acuerdo a Murata y Los (1997) y Merritt et al.
(1991), el grado de saturaciébn de los acidos grasos se incrementa cuando la
temperatura aumenta, y en este estudio para Aphanocapsa marina se present6 un

mayor contenido de acidos grasos saturados a 25 °C.



126

Heterococcus sp.

El contenido de proteinas de Heterococcus sp. fue similar entre las distintas
condiciones experimentales y present0 tasas de crecimiento similares, lo cual indica
qgue conforme se desarroll6 el cultivo fue sintetizando proteinas, como previamente fue
descrito para cultivos de Rhodomonas sp. mantenidos en distintas irradiancias y

concentraciones de nutrientes (Lafarga-de la Cruz et al., 2006).

La mayor produccion de carbohidratos de Heterococcus sp. se obtuvo con un aporte de
nitrato de sodio, coincidiendo con la mayor densidad celular, lo cual indica que hubo
una disminucion del aporte de nitrégeno y dio inicio la sintesis de productos de reserva
como los carbohidratos, una tendencia similar de sintesis ha sido descrita previamente

para otras especies de microalgas en condiciones de cultivo (Solovchenko et al., 2008).

El contenido de lipidos de Heterococcus sp. fue mayor por efecto del aporte de
nitrogeno y la temperatura, estos dos factores afectaron la tasa de crecimiento, asi
como la composicion bioquimica. En diversos estudios se ha visto que cuando hay una
disminucion del contenido de nutrientes en el medio, especialmente el nitrogeno, hay
una acumulacién de lipidos (Lafarga-de la Cruz et al., 2006; Solovchenko et al., 2008).
El mayor contenido de lipidos para Heterococcus sp. pudo deberse a la fase en la cual
se cosecharon los cultivos, posiblemente se produjo una limitaciéon por nutrientes y luz
en las células, lo cual pudo causar la mayor produccién de lipidos para esta especie en

las condiciones experimentales utilizadas.

La xantofita Heterococcus sp. presentdé altos contenidos de &cidos grasos
poliinsaturados con un aporte de nitrato de sodio, lo anterior puede indicar que hubo
una deficiencia del aporte de nitrégeno en el medio de cultivo causada por el consumo
de nitratos por las células lo que favorecié la produccion de acidos grasos saturados,
como previamente se ha documentado para otras especies de microalgas (Lv et al.,
2010).

Un aporte de nitrato de amonio y una irradiancia de 100 pE m™ s favorecié un mayor
contenido del acido graso poliinsaturado 20:5n-3, en otros estudios de la literatura del
area mencionan que este acido graso es caracteristico del grupo de las xantofitas y se

encuentra en altas proporciones en las células (Lang et al., 2011; Nelson et al., 2013).



127
Esta especie de xantofita también mostr6 un alto contenido del &cido graso
poliinsaturado 18:3n-3 (ALA), que es un precursor de los acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga como el 20:4n-6 (ARA, acido araquidonico), el 20:5n-3 (EPA, acido
eicosapentaenoico) y el 22:6n-3 (DHA, acido docosahexaenoico) los cuales son
sintetizados por vias alternas de saturacion y elongacion (Khozin-Goldberg y
Isakandarov, 2011). El tipo y cantidad de los &cidos grasos poliinsaturados evaluados
en los cultivos de Heterococcus sp. son del tipo y concentraciones que se requieren en

la nutricién de larvas y juveniles de organismos marinos (Volkman et al., 2006).

Navicula sp. (cepa 3)

Para la diatomea Navicula sp. (cepa 3) se obtuvo el mayor contenido de proteinas por
efecto del nitrégeno (nitrato de sodio), la irradiancia (200 HE m™ s™) y la temperatura
(20 °C) utilizada para los cultivos. La irradiancia influy6 en la produccion de proteinas de
Navicula sp. (cepa 3) debido a que la luz tiene un efecto sobre el metabolismo del
carbono y causa variaciones en el contenido de proteinas (Leonardos y Geider, 2004).
Se encontré que la temperatura fue la adecuada para la asimilacion de nitrégeno y
posterior sintesis de proteinas en Navicula sp. (cepa 3), otros estudios muestran que la
temperatura Optima para el crecimiento de las diatomeas es de 20 °C (Lurling et al.,
2013).

El contenido de carbohidratos de Navicula sp. (cepa 3) presenté un mayor contenido
por efecto del nitrato de amonio en el medio de cultivo, ademas los porcentajes
obtenidos en las diferentes condiciones experimentales fueron menores con respecto a
los obtenidos para los lipidos. Esta tendencia antes mencionada puede deberse a que
los carbohidratos son productos intermedios de reserva, mientras que los lipidos tienen

una ruta metabolica que se activa a largo plazo (Valenzuela-Espinoza et al., 2005).

La produccion de lipidos de Navicula sp. (cepa 3) fue favorecida por efecto del nitrato
de sodio en el medio de cultivo, y los valores obtenidos en el presente estudio fueron
similares a los obtenidos (5%-20%) en otros estudios (Lourenco et al., 2002, Scholz y
Liebezeit, 2013) en donde el aporte de nitrégeno fue el nitrato de sodio. Los lipidos son

los principales metabolitos de las diatomeas, pero estos varian entre las especies
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debido a las condiciones de cultivo, por lo anterior, se tiene que en este estudio el uso
de nitrato de sodio, la irradiancia de 100 uE m™ s™ y una temperatura 25 °C favoreci6 la

produccion de lipidos en Navicula sp. (cepa 3).

El perfil de acidos grasos de Navicula sp. (cepa 3) evaluado en este estudio, mostré un
alto contenido de acidos grasos saturados y monoinsaturados, asi como una menor
proporcion de &cidos grasos poliinsaturados, esta tendencia es similar a lo obtenido por
Liang y Mai (2005), debido a que hay una disminucion de los &cidos grasos
poliinsaturados conforme avanza la edad del cultivo, ya que existen cambios en el
metabolismo del carbono relacionados con la sintesis de acidos grasos y con la
concentracion de nutrientes en el medio, lo anterior es debido a que la ruta de
saturacion de acidos grasos se activa cuando hay nitrégeno disponible en el medio de
cultivo (Xu et al., 2007; Lv et al., 2010).

Los &cidos grasos 16:0, 16:1n-7cis y 20:5n-3 (EPA) presentaron un alto contenido en
todas las condiciones experimentales en los cultivos de Navicula sp. (cepa 3), estos
acidos grasos son caracteristicos de las diatomeas, aunque sus contenidos varian
dependiendo de la especie, usualmente se presenta un alto contenido del 16:1n-7cis,
respecto al contenido del 16:0 (Liang y Mai, 2005; Guede et al., 2011; Scholz y
Liebezeit, 2013), esta misma tendencia descrita para estos acidos grasos se encontré

en el presente estudio para Navicula sp. (cepa 3).

En Navicula sp. (cepa 3) se encontr6 un mayor contenido de A&cidos grasos
poliinsaturados con el uso de aporte de nitrato de sodio en el medio de cultivo para
todas las condiciones experimentales, esta tendencia fue inversa a lo obtenido por
Lourenco et al. (2002) al estudiar 10 especies de microalgas de diversos grupos
taxonodmicos, estos autores concluyen que no hubo diferencias en la composicion de
acidos grasos por el tipo de aporte de nitrégeno en el medio de cultivo, estas
diferencias entre lo obtenido en este estudio y lo reportado por los autores antes
descritos, podrian ser debidos a las diferentes condiciones de cultivo y a las

caracteristicas de las especies utilizadas en ambos estudios.

El acido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) presentd un alto contenido para Navicula sp.

(cepa 3), este valor fue mayor al obtenido en otros estudios realizados con otras
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especies de diatomeas mantenidas en condiciones similares de cultivo y cosechadas en
la misma fase de crecimiento (estacionaria temprana) (Lourenco et al., 2002; Liang y
Mai, 2005). El contenido del acido docosahexaenoico (DHA) en Navicula sp. (cepa 3) se
incrementé con el uso de una irradiancia de 200 HE m™ s™, mientras que el contenido
del acido eicosapentaenoico (EPA) se incrementé a una irradiancia de 100 pE m? s?,
esta respuesta puede ser debida a una fotoinhibicion de la biosintesis de &cidos grasos
por exceso de luz como fue encontrado en otros estudios realizados con diversas

especies de microalgas (Guedes et al., 2011).

Comparacion entre las cuatro especies de microalgas en distintas condiciones de

cultivo

La especie Tetraselmis suecica presentd el mayor contenido de proteinas (26.8%), de
entre las cuatro especies cultivadas en las distintas condiciones experimentales. De
acuerdo a una revision hecha por Pignolet et al. (2013) el porcentaje de proteinas para
Tetraselmis suecica varia entre 26%-69% dependiendo de las condiciones de cultivo,
estos datos son similares a los valores de proteinas obtenidos para Tetraselmis suecica

en el presente trabajo.

Los cambios en el contenido de proteinas podria deberse a que Tetraselmis suecica es
una especie muy tolerante a las diferentes condiciones ambientales y al tipo de medio
de cultivo. Fernandez- Reiriz et al. (1989) al cultivar a Tetraselmis suecica a una

temperatura de 15 °C y a una irradiancia de 60 pE m? s*

, obtuvieron un mayor
porcentaje de proteinas (40.85%), respecto a lo evaluado en el presente estudio, estas
diferencias pueden deberse a la distinta temperatura e irradiancia utilizada para los

cultivos en ambos estudios.

De entre las cuatro especies utilizadas, fue en Tetraselmis suecica donde se obtuvo el
mayor contenido de lipidos (17.6%) en las diferentes condiciones experimentales, aun
cuando la células se encontraban sintetizando proteinas, lo cual muestra que existe una
relacion entre el metabolismo del carbono y la asimilacion de nitrdgeno, ya que la
disminucién de nitrégeno en el medio de cultivo influye en el decremento de la sintesis

de proteinas y en el aumento en la produccion de productos de reserva como los lipidos
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como previamente se ha descrito para otras especies de microalgas en condiciones de

cultivo (Fernandez- Reiriz et al., 1989; Lafarga-de la Cruz et al., 2006).

Para la especie Heterococcus sp. se obtuvo el mayor contenido de carbohidratos de
entre las cuatro especies estudiadas y mantenidas en las diferentes condiciones
experimentales, lo cual podria se debi6 a que en los cultivos existia deficiencia de
nitrégeno disponible en el medio de cultivo y causé un decremento en la produccion de
proteinas y un aumento en la sintesis de carbohidratos, una respuesta similar ha sido
obtenida en otros estudios para diversas especies de microalgas (Fernandez-Reiriz et
al., 1989; Lourenco et al., 2002; Lafarga-de la Cruz et al., 2006).

El contenido de acidos grasos fue diferente entre las cuatro especies de microalgas
seleccionadas, debido a que cada clase taxonomica de microalgas tienen un perfil
caracteristico de acidos grasos, también estas diferencias en la composicién de acidos
grasos pudieron deberse a la respuesta de cada clase de microalga a las condiciones
de cultivo (Zhukova y Aizdaicher, 1995). Se ha estudiado que existen diferencias en la
composicién de 4cidos grasos incluso entre especies y cepas pertenecientes al mismo
género taxondmico, como lo estudiado en nueve cepas pertenecientes al género
Tetraselmis y recolectadas en el mismo sitio, las cuales presentaron variaciones en el
contenido de DHA (Lang et al., 2011).

También se encontrd variaciones en la composicion de &cidos grasos entre las cuatro
especies seleccionadas debido a las condiciones de cultivo, ya que las especies
Tetraselmis suecica, Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) presentaron un mayor
contenido de &cidos grasos poliinsaturados con un aporte de nitrato de sodio, mientras
que el contenido de &cidos grasos saturados y monoinsaturados de estas especies fue
mayor con un aporte de nitrato de amonio. Posiblemente estas microalgas tuvieron un
estrés por el tipo de aporte de nitrdgeno (nitrato de amonio) utilizado en el de medio de
cultivo, ya que de acuerdo a Kumari et al. (2013) este estrés causa alteraciones en el

grado de insaturacion de los acidos grasos.

En el presente trabajo para las especies Tetraselmis suecica y Navicula sp. (cepa 3)

hubo una disminucién de PUFAs n-3, al usar la irradiancia de 200 yE m? s?, en

especial disminuyo el contenido del acido eicosapentaenoico (EPA), esta tendencia se
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debi6 a que en altas irradiancias hay una disminucion de los acidos grasos
poliinsaturados, en especial del 4cido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) como ha sido

evaluado en otras especies de microalgas (Kumari et al., 2013).

En este estudio los cultivos de Navicula sp. (cepa 3) mantenidos a una temperatura de
20 °C presentaron un aumento del contenido de &cidos grasos poliinsaturados, lo cual
pudo deberse a un estrés en las células por efecto de la temperatura, ya que Navicula
sp. (cepa 3) esta adaptada a crecer a 15 °C, que es la temperatura del sitio donde fue
aislada (San Quintin). De acuerdo a Kumari et al. (2013) y Scholz y Liebezeit (2013),
existe un aumento del contenido de acidos grasos poliinsaturados en las diatomeas que

estan adaptadas a crecer a bajas temperaturas.

Pigmentos
Tetraselmis suecica

La respuesta general del fitoplancton cuando existe bajas irradiancias es aumentar el
contenido pigmentario (Maclintyre et al., 2002). Esta tendencia fue inversa a lo obtenido
para los cultivos de Tetraselmis suecica, ya que se obtuvo un mayor contenido de
clorofila a, por efecto de una alta irradiancia 200 pE m™? s™ y a una temperatura de 25
°C y con un aporte de nitrato de sodio. Fabregas et al. (1985) sugieren que el contenido
de clorofila a esta relacionado con la disminucion de nitrégeno en el medio, ya que
obtuvieron un mayor de contenido de clorofila a (23 pml™Y) en Tetraselmis suecica en
una concentracion de nitrato de sodio de 16 mM, siendo este resultado mayor al
obtenido para Tetraselmis suecica (0.70 pg ml™) en este estudio con una concentracién
de nitrato de sodio de 1.7 mM, por lo cual las diferencias entre ambos trabajos se debi6

a la concentracion del nitrato de sodio en el medio de cultivo.

Estos resultados sugieren que la produccion de pigmentos esta en funcién de la
interaccion del tipo de aporte de nitrégeno, la temperatura y la irradiancia y no solo en la
cantidad de luz (Bartual et al., 2002). Almaguer et al. (2004), realizaron un estudio de
aislamiento y cultivo de dos especies de diatomeas bentdnicas y obtuvieron diferencias

en los contenidos de clorofila a y ¢, mencionan que estas diferencias se deben a
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diversos factores como la iluminacion, el tipo de medio de cultivo utilizado, la edad del

cultivo y las caracteristicas de cada especie.

De acuerdo a Roy et al. (2011), las clorofitas son organismos fotosintéticos los cuales
contienen clorofila a y b, ademas carotenoides como la luteina, neoxantina, violaxantina
y otros carotenoides secundarios como la astaxantina, esta tendencia coincide con los
resultados obtenidos para los cultivos de Tetraselmis suecica en los cuales para todas
las condiciones experimentales hubo una mayor produccién de clorofila a, b y

carotenoides.

Aphanocapsa marina

La produccion de pigmentos para Aphanocapsa marina presento la tendencia que a una
menor irradiancia hubo una mayor produccion de pigmentos mientras que con una

mayor irradiancia se presenté una menor produccion de clorofilas.

En este estudio no hubo diferencias en el contenido de clorofilas para Aphanocapsa
marina entre las diferentes condiciones experimentales, esta tendencia coincide con lo
mostrado por Loreto et al. (2003) al evaluar el contenido de clorofila a de Anabaena
PCC 7120 cultivada con cinco concentraciones de NaNOs (0, 1, 2, 4, y 8 mM) y con tres
irradiancias (78, 156 y 238 pmol m? s™), en este estudio tampoco obtuvieron diferencias
en el contenido de clorofila a por efecto del contenido de nitrdgeno, pero si obtuvieron

un mayor contenido de clorofila a irradiancias bajas e intermedias.

Hagen et al. (1993) mencionan que en la fase estacionaria de crecimiento hay una
mayor produccién de carotenoides, debido a la deficiencia de algun nutriente
principalmente de nitrégeno. Esta tendencia fue similar a lo obtenido en los cultivos de
Aphanocapsa marina mantenidos a 25 °C, con un aporte de nitrato de sodio y a una
irradiancia de 100 JE m™ s, estas condiciones presentaron una mayor produccién de
carotenoides debido a que los pigmentos fueron evaluados durante la fase estacionaria
de crecimiento y pudo haber una deficiencia de nitrato de sodio. Ademas, debido a la

edad del cultivo se produce un aumento en la densidad de células que causa
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autosombreado, en consecuencia disminuye la irradiancia y las células producen mayor

cantidad de carotenoides y menor proporcion de clorofila a.

Chaneva et al. (2007) encontraron una tendencia contraria a lo medido en el presente
estudio para Aphanocapsa marina, ya que al evaluar el efecto de la intensidad de la luz
y la temperatura en la cianobacteria filamentosa Arthronema africanum obtuvieron un
mayor contenido de clorofila a, con una alta irradiancia (150 umol fotones m? sty a
temperatura de 36 °C. Las diferencias en los resultados obtenidos entre ambos trabajos
se debieron a las condiciones de cultivo y por las caracteristicas de la especie utilizada,
sin embargo, la temperatura también influyd ya que hay una menor produccion de

pigmentos a bajas temperaturas (Darley, 1987).

Heterococcus sp.

En este estudio el alto contenido de clorofila a y carotenoides, asi como un bajo
contenido de clorofila ¢ obtenidos para Heterococcus sp., son tendencias que coinciden
con lo mostrado para el grupo de las xantofitas, ya que tienen como pigmento principal
a la clorofila a, ademas pequefas cantidades de clorofila ¢ y producen carotenoides
como esteres de vaucheriaxantina, diadinoxantina, diatoxantina, heteroxantina y B

carotenos (Roy et al., 2011).

Las diferentes condiciones experimentales influyeron en el contenido de clorofila a
siendo la condicién de 25 °C, con un aporte de nitrato de amonio y a una irradiancia de
100 UE m? s, las condiciones en donde hubo un alto contenido de clorofila a, lo cual
indica que la produccion de este pigmento se ve favorecida por una baja irradiancia,
esta tendencia coincide con lo obtenido para otras especies de microalgas en diversos
estudios (Bartual et al., 2002; Loreto et al., 2003).

Navicula sp. (cepa 3)

El contenido de clorofila a y ¢ para los cultivos de Navicula sp. (cepa 3) se vio

favorecido por la temperatura de 20 °C, un aporte de nitrato de sodio y una irradiancia
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de 100 JE m? s, mientras que el contenido de carotenoides se modific por efecto del
aporte de nitrégeno. Esta respuesta en el contenido pigmentario por efecto de las
condiciones de cultivo, coincide con lo mostrado por Peng et al. (2011) al hacer una

clasificacion de las diatomeas marinas usando los contenidos de pigmentos.

Sin embargo, en este estudio no hubo una clara diferencia en el contenido de los
distintos tipos de clorofilas y carotenoides de Navicula sp. (cepa 3) debido al efecto de

la irradiancia o de la temperatura en la cual se mantuvieron los cultivos.

Comparacion entre las cuatro especies de microalgas en distintas condiciones de

cultivo

Para la diatomea Navicula sp. (cepa 3) se obtuvieron los mayores contenidos de
clorofila a, c, y carotenoides de entre las cuatro especies cultivadas en distintas
condiciones experimentales. Esta tendencia podria deberse a que ésta especie de
diatomea obtuvo bajas densidades celulares en todas las condiciones experimentales,
lo cual permiti6 una mayor penetracion de la luz e influyé en la produccion de estos

pigmentos antes mencionados.

Algunos autores (Yun et al., 2010; Chan, 1980) sefialan que existe una relacién entre el
tamafio de las diatomeas, y la adaptacién a las diferentes irradiancias y a los cambios
de temperatura, ya que cuando las diatomeas tienen una mayor superficie/volumen, se
adaptan mejor a las altas temperaturas e irradiancias. En el presente estudio al ser
Navicula sp. (cepa 3) una diatomea que tiene un tamafo relativamente pequefio
(6.61x3.73 um) puede tener poca adaptacion a las irradiancias y temperaturas utilizadas
en este trabajo, lo cual influyd en la produccion de los pigmentos.
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Ensayo de alimentacion

El cultivo de rotiferos es esencial en la acuicultura porque son organismos ampliamente
utilizados como alimento para larvas de peces y crustaceos, por lo cual es importante
su calidad nutricional ya que de ésta dependerd la tasa de crecimiento y la
supervivencia de los organismos que los consumen (Rezeq y James, 1987; Mostary et
al., 2010).

La calidad nutricional de los rotiferos dependera de las condiciones de cultivo, del tipo
de alimento y de la racion de alimento suministrada (James et al., 1983; Rueda-Jasso,
1996), en este estudio se obtuvo la mayor densidad de rotiferos (107 rotiferos) en los
cultivos alimentados con Tetraselmis suecica con una racién de alimento de 0.001 mg

de peso seco total rotifero™ (1.9x10° células ml™).

La mayor densidad de rotiferos (107 rot mlI) y la mayor tasa de crecimiento de los
cultivos (0.11 rot dia™®) fueron obtenidas al utilizar como alimento a Tetraselmis suecica.
Se encontrd que la densidad de rotiferos obtenida en el presente trabajo, fue menor a la
obtenida por Rueda-Jasso (1996) al utilizar como alimento a Nannochloris sp. (233.4 rot
ml™) con una racién de alimento de 25x10° células ml™, posiblemente estas diferencias
se deben a las distintas temperaturas utilizadas para el mantenimiento de éstos

organismos.

Sin embargo, la maxima tasa de crecimiento de los rotiferos encontrada en éste
estudio, fue similar a lo obtenido (0.11 rot dia™) por James et al. (1983) quienes

evaluaron la produccion de rotiferos al ser alimentados con Chlorella sp.

Esta diferencia en las densidades de rotiferos y las tasas de crecimiento entre ambos
trabajos, podria deberse a la concentracion celular del alimento utilizado y al tipo de
microalga suministrada, ya que los intervalos de filtracion e ingestion de los rotiferos
dependen de estos dos factores, asi como de la temperatura de mantenimiento de los

cultivos de rotiferos (James et al., 1983; Ferreira et al., 2011).

La clorofita Tetraselmis suecica es una de las especies ampliamente usada para la
alimentacion de rotiferos, con el uso de esta especie se han obtenido altas tasas de

crecimiento y de composicién proximal, sin embargo estos resultados pueden variar
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dependiendo de la especie de microalga utilizada como alimento asi como de su
composicién proximal y de sus caracteristicas de crecimiento y distribucién en la

columna de agua (Scott y Baynes, 1978; Planas y Estévez, 1989).

En este estudio la diatomea Navicula sp. (cepa 3) fue un ejemplo de que la filtracién e
ingestion de los rotiferos depende del tipo de microalga, ya que esta diatomea forma
tapetes y aun cuando las diatomeas fueron disgregadas por medio del uso de bafio con
ultrasonido por 20 minutos antes de ser suministrada a los rotiferos, las diatomeas se

volvian hacer agregados de células.

Las diatomeas formaron grumos de células a pesar de utilizar aireacion para el
mantenimiento de los rotiferos, asi como para evitar la sedimentacion de las células de
microalgas utilizadas como alimento. A pesar de lo anterior, las células de Navicula sp.
(cepa 3) permanecian en el fondo de los recipientes de cultivo, y dificulto la ingestion de
las células de esta especie de diatomeas por parte de los rotiferos, por dicha razén, los
rotiferos presentaron un bajo crecimiento comparativamente al uso de las otras

especies de microalgas suministradas como alimento en este ensayo.

Debido a la naturaleza benténica y la caracteristica de Navicula sp. (cepa 3) para formar
grumos de células, se evalud la sedimentacion de células de Navicula sp. (cepa 3) con
el propdsito de conocer la disponibilidad de alimento para los rotiferos. Se obtuvo que el
89% de las células de Navicula sp. (cepa 3) se sedimentaron en los primeros 15
minutos, a pesar de utilizar aireacién, por lo cual el alimento no quedé disponible en la
columna de agua y por esta razén los rotiferos alimentados con esta especie de
diatomea presentaron el menor crecimiento, ya que solo cerca del 7% al 15% de las

células quedaron disponibles en la columna de agua.

En el presente estudio no se encontrod variacion en el tamafio de los rotiferos por efecto
de los distintos tipos de alimento suministrado, pero el tamafio pequefio (22 um X10
pum) que presentaron los rotiferos al inicio del cultivo pudo influir en la ingestion del
alimento, y por consiguiente influyo en el crecimiento de los rotiferos. Algunos autores
(Scott y Baynes, 1978; Yufera et al., 1993; Kobayashi et al. 2008) mencionan que las
variaciones en el tamafo de rotiferos son un factor que también influye en el

crecimiento del cultivo de rotiferos.
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La composicion proximal de los rotiferos alimentados con los diferentes tipos de
microalgas no mostraron diferencias entre los tratamientos, los contenidos de proteinas
(5.9%-10%), carbohidratos (4.8%-8.8%) y lipidos (5.7%-6.7%) fueron bajos con
respecto a lo obtenido por Rueda-Jasso (1996), Ferreira et al. (2011), y por Campa-
Avila (2002). Lo anterior podria deberse a la racion de alimento suministrado, a las
condiciones de cultivo y al tipo de microalgas utilizadas como alimento (Rezeq y James,
1987; Lubzens et al., 2001).

Ademas, el tamafio de los rotiferos Brachionus plicatilis es otro factor importante en
esta comparacion de resultados de la composicidon proximal, ya que los rotiferos
utilizados en este ensayo son organismos talla tipo S (22-402 um), mientras que los
utilizados en los otros trabajos antes mencionados son talla L (longitud de la loriga 130-
340 um). Estas diferencias en el tamafio de los rotiferos implican modificaciones en el
metabolismo de los organismos y en la asimilacion del alimento, por consiguiente en la

composicién proximal de estos organismos.

Otro factor que pudo haber influido en los resultados obtenidos de la composicion
proximal de los rotiferos, es que los organismos utilizados en los ensayos eran
individuos previamente alimentados con pasta de microalgas (Nannochloropsis sp.) en
una racién de 98,000 células rotifero™, y aunque tuvieron dos dias de aclimatacion al
tipo de alimento vivo suministrado en los ensayos de alimentacion, posiblemente

requieran de un mayor tiempo para aclimatarse al tipo de alimento vivo suministrado.

Es importante mencionar que previo al ensayo de alimentacién con las tres especies de
microalgas, se utilizé un periodo de 24 horas sin suministro de alimento para evitar el
efecto del tipo de alimento previamente consumido y que esto pudo afectar la

composicién proximal del organismo en estudio.

Es importante mencionar que en los distintos tratamientos utilizados en estos ensayos
de alimentacion de los rotiferos, las condiciones ambientales y de calidad de agua
fueron las adecuadas para el mantenimiento de cultivos de este tipo de organismos
(Rueda-Jasso, 1996; Ferreira et al., 2011).
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. Conclusiones

e En la Bahia de Ensenada se obtuvo el mayor numero de especies aisladas, la
clase Bacillariophyceae fue la més representada con 16 especies, seguido por la
clase Cyanophyceae con 3 especies.

e Las condiciones de cultivo utilizadas para el aislamiento y la sucesion de
especies durante este proceso fueron factores que pudieron influir en la
seleccidn de las especies aisladas.

e Se aislaron tres especies de cianobacterias (Aphanocapsa marina, Komvophoron
sp. y Phormidium sp.) que no han sido previamente registradas en Baja
California, México, siendo una importante contribucibn a los registros
taxonoémicos del pais.

e Las cianobacterias fueron las especies que presentaron el mayor crecimiento
(Komvophoron sp.) y la mayor densidad celular (Aphanocapsa marina) de entre
las 21 especies de microalgas aisladas.

e La composicion proximal fue diferente entre las distintas especies aisladas, y
entre las fases de crecimiento. Amphora sp. (cepa 3) presentd el mayor
contenido de lipidos entre todas las especies en la fase exponencial de
crecimiento y Cymbella sp. (cepa 2) present6 el mayor contenido de proteinas y
carbohidratos durante la fase estacionaria de crecimiento.

e EIl contenido de &cidos grasos de las 21 especies aisladas vario entre las
diferentes clases taxonémicas y el grupo de las diatomeas obtuvo altos
porcentajes de acidos grasos polinsaturados (n-3 y n-6), en especial mostraron
un alto contenido del &cido eicosapentaenoico (20:5n-3).

¢ Ninguno de los medios residuales de las 21 especies de microalgas aisladas
mostrd un efecto téxico para nauplios de Artemia franciscana.

e Con base en los resultados de crecimiento y composicion bioquimica, se
concluye que las 21 especies aisladas tienen potencial para ser usadas como
alimento en la acuicultura ya sea como parte de una dieta mixta o como Unico
ingrediente

e Se eligieron las especies Aphanocapsa marina, Tetraselmis suecica,
Heterococcus sp. y Navicula sp. (cepa 3) por su alta tasa de crecimiento y

composicion bioquimica para evaluar la produccion de lipidos al cultivarlas a
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diferentes condiciones de temperatura, irradiancia y tipo de aporte quimico de
nitrégeno.

Tetraselmis suecica present6 el mayor contenido de lipidos y proteinas de entre
las cuatro especies seleccionadas, al ser cultivadas con un aporte de nitrato de
amonio e influyd en una mayor sintesis de Aacidos grasos saturados y
monoinsaturados. Los principales acidos grasos sintetizados en Tetraselmis
suecica fueron los acidos: acido palmitico (16:0), a-linolénico (ALA), y acido
eicosapentaenoico (EPA) que son esenciales para la nutricibn en animales y
humanos.

Aphanocapsa marina mostré la mayor densidad celular y la mayor tasa de
crecimiento entre las cuatro especies seleccionadas al mantener los cultivos a 20
°C, en un medio de cultivo con un aporte de nitrato de amonio y a una irradiancia
de 200 pE m?s™.

La especie Heterococcus sp. al ser cultivada con una irradiancia de 200 pE m? s
! presentd el mayor contenido de carbohidratos entre las cuatro especies
cultivadas en distintas condiciones experimentales.

La diatomea Navicula sp. (cepa 3) mostré el mayor contenido de clorofila a, c y
carotenoides, asi como el mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados
entre las cuatro especies cultivadas.

Aphanocapsa marina, Tetraselmis suecica, Heterococcus sp. y Navicula sp.
(cepa 3) presentaron un alto contenido de los &cidos grasos 16:0, 16:1n-7cis y
20:5n-3 en las distintas condiciones experimentales utilizadas.

Las especies Tetraselmis suecica y Navicula sp. (cepa 3) fueron elegidas para el
ensayo de alimentacion con rotiferos de Brachionus plicatilis debido a su
composicién proximal y perfil de acidos grasos.

La mayor tasa de crecimiento y la mayor densidad de rotiferos Brachionus
plicatilis fue obtenida al suministrar como alimento a la microalga Tetraselmis
suecica.

Tetraselmis suecica resultd ser una especie con alta tasa de crecimiento, un alto
contenido de lipidos y proteinas, asi como un alto porcentaje del acido graso
poliinsaturado 20:5n-3, que son caracteristicas que le permiten a esta especie de

microalga ser una buena candidata para uso como alimento en la acuicultura.
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8. Recomendaciones

Evaluar el contenido de aminoacidos de las 21 especies de microalgas aisladas al ser

mantenidas en las mismas condiciones de cultivo que el ensayo de crecimiento de las

especies aisladas.

Cultivar las 21 especies de microalgas en otros medios de cultivo para evaluar el

crecimiento y composicion bioquimica de las especies.

Realizar extractos acuosos y organicos a partir de la biomasa de las 21 especies

aisladas y evaluar su posible toxicidad.

Evaluar el contenido pigmentario y la fotosintesis de las 21 especies de microalgas al

ser cultivadas en diferentes condiciones ambientales.

Cultivar las 21 especies de microalgas en diferentes condiciones ambientales para

evaluar el contenido de 4cidos grasos para uso como biocombustible.

Realizar ensayos de alimentacion utilizando dietas mixtas de las 21 especies de

microalgas.
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10. Anexo

Anexo 1. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de los pesos (pg cél'l) de cultivos estaticos de
Tetraselmis suecica, mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos aportes quimico de
nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y 200 pE m’ s'l). Las
letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05: a>b>c).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F p (°C) nitrégeno (MEm?s™)
Temperatura 0.867 0.366
L NH4NO;s a
Nitrogeno 76.9859 0.000 NaNO, b
L 100 a
Irradiancia 8.180 0.011 200 b
20 NH4NO3 a
Peso Seco . 25 NH:NO3 a
T*N 4.843 0.043 o5 NaNOs b
20 NaNO; b
T*l 1.032 0.325
N*| 4.305 0.054
T*N*| 0.007 0.936
Temperatura 1.398 0.254
L NH4sNO;s a
Nitrogeno 84.307 0.000 NaNOs b
L 100 a
Irradiancia 10.441 0.005 200 b
20 NH4NO3 a
" 25 NH4NO3 a
Cenizas TN 6.355 0.0223 25 NaNO3 b
20 NaNO; b
T 1.053 0.320
NH4sNO; 100 a
NH4NO3 200 b
N*| 5.948 0.027 NaNO, 100 c
NaNO3 200 c
T*N*| 0.042 0.841
Temperatura 0.059 0.812
. NH4N03 a
Nitrogeno 52.933 0.000 NaNOs b
Peso Irradiancia 3.111 0.097
organico TN 1.610 0.223
total T* 0.877 0.363
N*| 1.076 0.315

T*N*I 0.056 0.816
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Anexo 2. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de los pesos (pg cél"l) de cultivos estaticos de
Aphanocapsa marina, mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos aportes quimico de
nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y 200 pE m’ s'l). Las
letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05: a>b).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey

Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F p (°C) nitrégeno (MLE m?s™)
Temperatura 8.296 0.011 gg
NaNOs
Nitrégeno 18.915 0.000
NH4NO;3
Peso Seco Irradiancia 5.253 0.036 igg
T*N 2.708 0.119
T 0.009 0.927
N*I 1.805 0.198
T*N*| 0.112 0.742
20
Temperatura 8.151 0.011 o5
. NaNO3
Nitrogeno 19.732 0.000 NH,NOs
Cenizas Irradiancia 4.171 0.058
T*N 2.785 0.115
T* 0.006 0.938
N*I 1.917 0.185
T*N*| 0.073 0.791
20
Temperatura 8.553 0.010 o5
. NaNO3
Nitrogeno 14.634 0.001 NH,NOs
Peso Irradiancia 11.300 0.004 200
i TN 2.254 0.153
T* 0.024 0.880
N*| 1.269 0.277
T*N*| 0.385 0.543
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Anexo 3. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de los pesos (pg cél"l) de cultivos estaticos de
Heterococcus sp. mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos aportes quimico de
nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y 200 pE m s'l). Las
letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05: a>b).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F P (°C) nitrégeno (MEm?s™)
Temperatura 0.683 0.421
NH4NO;3 a
Nitrégeno 15.299 0.001
NaNO; b
Irradiancia 0.263 0.615
Peso Seco T*N 0.129 0.724
T* 0.057 0.814
NH4NO;3 100 a
NI 4586 0.048 NI oo a E
3
NaNO; 100 b
T*N*| 0.407 0.532
Temperatura 1.570 0.228
Nitrégeno 13.000 0.002 '\,'\l';‘;{l\‘g-* a
3
Irradiancia 1.198 0.290
T*N 0.028 0.869
Cenizas T* 0.329 0.574
NHsNO; 100 a
NHsNO; 200 a b
N*| 4.572 0.048 NaNO; 200 b
NaNO; 100 b
T*N*| 0.429 0.522
Temperatura 0.694 0.417
Nitrégeno 13.762 0.002 %ﬂﬁgg a b
3
Peso Irradiancia 2.442 0.138
orgéanico T*N 0.778 0.391
total T* 0.874 0.364
N*I 2.220 0.156

T*N*I 0.150 0.704
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Anexo 4. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de los pesos (pg cél"l) de cultivos estaticos de
Navicula sp. mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos aportes quimico de nitrégeno
(nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y 200 pE m™ s'l). Las letras
distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05: a>b>c>d>e).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F P (°C) nitrégeno (MEm?s™?
Temperatura 11.933 0.003 gg a b
NHsNO
Nitrogeno 212752 0.000 NaNG,. o,
3
Irradiancia 2.043 0.172
20 NHsNO3 a
T*N 11.863  0.003 o NI .
3
25 NaNO; c
20 200 a
T 45690  0.000 o 1o a E
25 200 c
Peso Seco NH;NO3 200 a
NI 7.368 0015 NI 100 :
3
NaNO; 200 c
20 NH4NO3 200 a
25 NH4NO3 100 b
20 NH4NO3 100 b c
THNA 43513 0.000 o S 200 c g .
3
20 NaNO; 100 d e
20 NaNO; 200 e
25 NaNO3 200 e
Temperatura 6.057 0.026 gg a b
Nitrégeno 122428 0.000 ’\,‘\l';‘;{l\'g .,
3
Irradiancia 4.192 0.057
20 NH;NO;3 a
T*N 8181 0011 o NI b .
3
20 NaNO; c
20 200 a
Cenizas T 25171 0.000 - s a
25 200 b
N*| 3.167 0.094
20 NH;NO;3 200 a
25 NHsNO; 100 a b
20 NHsNO; 100 b C
THNA 22.909  0.000 o NI 200 ¢ g
3
20 NaNO; 100 d
25 NaNO; 200 d
20 NaNO; 200 d
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ANOVA FACTORIAL

Prueba a posteriori de Tukey

Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F p (°C) nitrégeno (LE m?s™)
20
Temperatura 6.238 0.024 o5 b
L NH;NO3
Nitrogeno 83.084 0.000 NaNO; b
Irradiancia 1.333 0.265
T*N 2.645 0.123
20 200
25 100 b
*
T* 19.884 0.000 20 100 b
Peso 25 200 b
organico NH;NO; 200
NH;NO3 100
%
total N*| 5.246 0.036 NaNO; 100 b
NaNO; 200 b
20 NHsNO3 200
25 NH;NO3 100 b
20 NHsNO3 100 b ¢
SN % 25 NHsNO; 200 b C
T*N*I 21.022 0.000 20 NaNO, 100 c
25 NaNO; 100 c
20 NaNO3 200 c
25 NaNO; 200 C
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Anexo 5. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de los pesos (pg cél"l) de cultivos estaticos de
Tetraselmis suecica (T), Aphanocapsa marina (A), Heterococcus sp. (H) y Navicula sp. (N)
mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos aportes quimico de nitrégeno (nitrato de sodio
y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y 200 pE m’ s'l). Las letras distintas indican
diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05: a>b>c>d>e>f>Q).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
. Temperatura  Aporte de Irradiancia
Efecto F p Especie C) nitrégeno (LE m?s?)
H a
. T b
Especie 106.130 0.000 N c
A d
Temperatura 2.975 0.089
I NHsNO; a
Nitrégeno 108.231  0.000 NaNO; b
_ 100 a
Irradiancia 5.789 0.019 200 a
E*T 0.258 0.855
H NH4NO; a
T NH;NO; a
H NaNO; b
* N NH;NO; C
E*N 25.197  0.000 T NaNO; c d
N NaNO; d
A NaNO; d
A NHsNO; d
20 NHsNO; a
. 25 NH4NO; b
T*N 4.470 0.038 o5 NaNO; c
20 NaNO; c
H 100 a
H 200 a
T 100 a
= 3206  0.029 T 200 b
Peso N 100 c
Seco N 200 c d
A 200 d
A 100 d
T* 2.826 0.098
NH4NO; 100 a
" NH4NO; 200 b
N*| 7.090 0.010 NaNO, 200 c
NaNO; 100 c
E*T*N 1.742 0.167
E*T*| 0.619 0.605
T NH4NO; 100 a
H NH4NO; 100 a b
H NHsNO; 200 b C
T NH4NO; 200 c
H NaNO; 200 c d
H NaNO; 100 c d e
N NH4NO3 200 d e f
- N NH4NO; 100 e f g
E*N*| 3.635 0.017 T NaNO; 100 e f g
T NaNO; 200 f o
N NaNO3 100 f g
N NaNO; 200 f g
A NaNO; 200 f g
A NaNO3 100 f g
T*N*| 0.084 0.773

E*T*N*| 1.125 0.346
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Anexo 5. Continuacion...

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
. Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F p Especie F()°C) nirzrégeno (LE m'zs'l)
H a
. T b
Especie 83.848 0.000 N c
A d
Temperatura 4.573 0.036 gg a b
NH4NO3 a
Nitrégeno 99.695 0.000
NaNO;3 b
L 100 a
Irradiancia 9.580 0.003 200 b
E*T 0.616 0.607
T NH;NO3 a
H NH;NO3 a
H NaNO;3 b
* N NH;NO;3 b C
E*N 24.012 0.000 T NaNO; c d
N NaNO;3 d
A NaNO; d
A NH;NO3 d
20 NHsNO; a
TN 4286  0.042 o ’\,‘\l';‘}{l\‘& b .
25 NaNO; c
H 100 a
T 100 a
H 200 a b
Cenizas E*| 3.257 0.027 L 588 b 2 d
N 200 d
A 200 d
A 100 d
T 3.308 0.074
NH;NO3 100 a
" NH;NO3 200 b
N*| 8.625 0.005 NaNO, 100 c
NaNO;3 200 c
E*T*N 2.107 0.108
E*T*I 0.425 0.736
T NH;NO3 100 a
H NH;NO3 100 a b
H NHsNO; 200 b C
T NH;NO3 200 b ¢
H NaNO;3 200 c d
H NaNO; 100 c d e
N NH;NO3 100 d e f
. N NH;NO3 200 d e f
E*N*| 3.888 0.013 T NaNO, 100 e f
T NaNO;3 200 e f
N NaNO;3 100 e f
N NaNO; 200 f
A NaNO; 200 f
A NaNO;3 100 f
A NH;NO3 200 f
A NH;NO3 100 f
T*N*| 0.007 0.936

E*T*N*| 1.017 0.391
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Anexo 5. Continuacion...

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
. Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F p Especie F(JOC) nir;rc')geno (UE m—ZS—l)
H a
. T b
Especie 137.805 0.000 N c
A d
Temperatura 0.025 0.874
NH4NO3 a
Nitrégeno 88.742  0.000
NaNO; b
Irradiancia 0.010 0.919
E*T 0.794 0.502
H NH4NO3 a
T NH;NO; b
H NaNO3 b
* N NH4NO3 C
E*N 18.618 0.000 T NaNO; c d
Peso N NaNO; d
Organico A NaNO3 d
Total A NH4NO; d
T*N 3.221 0.077
H 200 a
H 100 a
T 100 b
. T 200 b ¢
E*l 3.643 0.017 N 200 c d
N 100 d e
A 200 e
A 100 e
T 0.857 0.358
N*| 1.701 0.197
E*T*N 0.619 0.605
E*T*I 1.901 0.138
E*N*I 1.792 0.158
T*N*I 0.698 0.407

E*T*N*| 1.024 0.388
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Anexo 6. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de la composicion proximal (% de peso organico)
de cultivos estaticos de Tetraselmis suecica, mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos
aportes quimico de nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y
200 pE m? 5'1). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P <
0.05: a>b).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F P (°C) nitrégeno (LE m?s™)
Temperatura 2.423 0.139
. NHsNO; a
Nitrogeno 4.505 0.050 NaNOs b
Proteinas Irradiancia 8.987  0.009 %88 o
T*N 0.133 0.720
T*
N*|
T*N*|
Temperatura 1.991 0.177
Nitrégeno 0.921 0.352
Irradiancia 0.695 0.417
Carbohidratos T*N 0.077 0.784
T* 2.058 0.171
N*| 0.556 0.467
T*N*| 0.321 0.579
Temperatura 0.118 0.736
Nitrégeno 0.018 0.895
Irradiancia 2.616 0.125
Lipidos T*N 1.384 0.257
T* 4.163 0.058
N*| 0.070 0.795

T*N*| 0.452 0.511
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Anexo 7. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de la composicion proximal (% de peso organico)
de cultivos estaticos de Aphanocapsa marina, mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos
aportes quimico de nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y
200 pE m? 5'1). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P <
0.05: a>b).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F P (°C) nitrégeno (LE m?s™)
Temperatura 0.821 0.378
P NH4NO3 a
Nitrogeno 14.392 0.002 NaNO; b
Proteinas Irradiancia 0.157 0.698
T*N 0.301 0.591
T* 0.013 0.909
N*| 2.542 0.130
T*N*| 0.136 0.717
Temperatura 4.011 0.062
Nitrégeno 0.581 0.457
Irradiancia 0.325 0.577
Carbohidratos T*N 0.607 0.447
T* 0.531 0.477
N*| 0.739 0.403
T*N*| 0.223 0.643
Temperatura 0.055 0.818
Nitrégeno 0.141 0.712
Irradiancia 0.927 0.350
T*N 0.007 0.934
- T* 0.909 0.354
Lipidos NH;NOs 200 a
NaNO; 100 a
*
N*I 5.509 0.032 NaNO, 200 a
NHsNO; 100 a

T*N*| 0.846 0.371
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Anexo 8. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de la composicion proximal (% de peso organico)
de cultivos estéaticos de Heterococcus sp., mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos
aportes quimico de nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y
200 pE m? 5'1). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P <
0.05: a>b).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F P (°C) nitrégeno (LE m?s™)
Temperatura 0.792 0.387
Nitrégeno 0.004 0.953
Irradiancia 2.466 0.136
Proteinas T*N 4.187 0.058
T* 1.662 0.216
N*| 0.233 0.636
T*N*| 0.232 0.637
Temperatura 0.021 0.887
e NaN03 a
Nitrogeno 17.900 0.001 NH,NO; b
. Irradiancia 1.816 0.197
Carbohidratos T*N 0.259 0617
T 0.546 0.470
N*| 1.773 0.202
T*N*| 1.303 0.271
20 a
Temperatura 9.625 0.007 o5 b
o NaNO; a
Nitrogeno 5.458 0.033 NH,NOs b
Lipidos Irradiancia 2.054 0.171
T*N 0.164 0.691
T 0.032 0.860
N*| 0.248 0.625

T*N*I 0.813 0.381
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Anexo 9. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de la composicion proximal (% de peso organico)
de cultivos estaticos de Navicula sp. (cepa 3), mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos
aportes quimico de nitrégeno (nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y
200 pE m? 5'1). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P <
0.05: a>b).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
Temperatura Aporte de Irradiancia
Efecto F P (°C) nitrégeno (MEm?s™)
Temperatura 0.589 0.454
Nitrégeno 22090  0.000 QNS .
4 3
Irradiancia 0.002 0.969
T*N 3.705 0.072
Proteinas 20 200 a
T 10.037  0.006 gg 188 :
25 200 a
N*| 4.266 0.055
T*N*I 0.000 0.985
Temperatura 1.665 0.215
Nitrégeno 31.856  0.000 Qs @
4 3
Irradiancia 2.021 0.174
T*N 1.107 0.308
Carbohidratos 20 200 a
T 12580  0.003 o o 2
20 100 b
N*| 1.782 0.201
T*N*| 0.657 0.429
Temperatura 0.055 0.817
Nitrégeno 20561  0.000 ,\'I\'S'\,i% &
4 3
Irradiancia 5.401 0.034 %88 a b
-~ T*N 1.029 0.326
Lipidos o5 100 a
T 5043 0.039 > 200 a o
25 200 b
N*| 0.688 0.419

T*N*| 0.137 0.716
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Anexo 10. Resumen de los resultados obtenidos por una ANOVA factorial y las comparaciones
obtenidas por una prueba a posteriori de Tukey, de la composicion proximal (% de peso organico)
de cultivos estéaticos de Tetraselmis suecica (T), Aphanocapsa marina (A), Heterococcus sp. (H) y
Navicula sp. (N) mantenidos con dos temperaturas (20 y 25 °C), dos aportes quimico de nitrégeno
(nitrato de sodio y por nitrato de amonio) y dos irradiancias (100 y 200 puE m™ s'l). Las letras
distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05: a>b>c>d).

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
. Temperatura  Aporte de Irradiancia
Efecto F p Especie °C) nitrégeno (LE m?s?)
N a
. T a
Especie 12.420 0.000 H a
A b
Temperatura 0.978 0.326
_ NH;NO3 a
Nitrogeno 4.778 0.032 NaNO; b
L 100 a
Irradiancia 4.809 0.032 200 b
E*T 1.609 0.196
N NaNO; a
T NH4sNO;s a b
N NH4NO3 a b
* H NH4NO3 a b
E*N 11.093 0.000 H NaNOs a b
A NH;NO3 b
. T NaNO; b
Proteinas A NaNO, c
TN 0.001 0.972
T 100 a
N 200 a b
N 100 a b
. H 100 a b c
E*l 3.766 0.015 H 200 a b ¢ d
T 200 b c¢c d
A 200 c d
A 100 d
T 1.815 0.183
N*| 0.642 0.426
E*T*N 1.360 0.263
E*T*I 1.038 0.382
E*N*| 1.821 0.152
T*N*| 0.359 0.551

EXT*N*| 0.373 0.773
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ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
. Temperatura  Aportede Irradiancia
Efecto F p Especie F(JOC) nirirégeno (LE m?s™Y)
H
Especie 15.853 0.000 L E
A b
Temperatura 1.016 0.317
L NaNO3
Nitrégeno 22.454 0.000 NHaNOs b
Irradiancia 1.321 0.255
E*T 2.524 0.065
H NaNO;
H NH;NO3 b
N NaNO; b ¢
; . T NaNO; b ¢
Carbohidratos E*N 3.383 0.023 A NaNo. b o
T NHsNO; b C
A NH;NO; b C
N NHsNO; C
T*N 0.147 0.702
E*l 0.878 0.458
T*l 0.031 0.861
N*| 0.801 0.374
E*T*N 0.500 0.684
E*T*l 2.169 0.100
E*N*| 1.192 0.320
T*N*I 0.015 0.902

E*T*N*| 0.816 0.490
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Anexo 10. Continuacion...

ANOVA FACTORIAL Prueba a posteriori de Tukey
. Temperatura  Aportede Irradiancia
Efecto F p Especie C) nitrégeno (LE m?s?)
Especie 2.335 0.082
Temperatura 0.113 0.738
Nitrégeno 3.930 0.052
Irradiancia 2.859 0.096
E*T 0.901 0.446
E*N 2.305 0.085
T*N 0.997 0.322
E*l 2121  0.106
T 0.002 0.961
N*| 1.102 0.298
E*T*N 0.717 0.545
T 20 100 a
N 25 100 a b
A 20 200 a b
- T 25 200 a b
Lipidos N 20 100 a b
N 20 200 a b
T 25 100 a b
— A 25 200 a b
E*T* 3.819 0.014 A o5 100 a b
H 20 100 a b
H 20 200 a b
N 25 200 a b
A 20 100 a b
H 25 100 a b
H 25 200 a b
T 20 200 b
E*N*| 2.351 0.081
T*N*I 0.811 0.371

E*T*N*| 0.499 0.684




