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RESUMEN

En esle ftrabajo se caraclerizaron sistematicamente dos cepas
microalgales; CICIMAR 1 y 2, como pertenecientes al género Nannochloris de la
clase Chlorophyceae y del orden Chlorococcales .

Con el objetivo de optimizar sus condiciones de cullivo, se ulilizaron
cultivos estaticos a temperatura promedio de 28°C y con luz y aireacion
continua. El experimento se llevd a cabo en dos fases. En la primera se
compararon por andlisis tetrafactorial las cepas CICIMAR 1 y 2; los dos
sistemas de cultivo utilizados (matraz y garrafén); la influencia de los medios
nutritivos (M!, BETA, FA, Fl) y el efecto del tiempo { tiempos de cosecha de 7,
14, 21 y 28 dias). Las variables respuesta consideradas fueron el numero de
células, la concentracién de lipidos y el peso seco. Los resultados de esta
primera fase sefialan el efecto significativo del tiempo (p<0.05) y de los medios
nutritivos en la produccidn del cultive tanto de biomasa seca como de lipidos
totales, no asi en el nimero de células, donde e! tiempo no fue significativo.
pero si los medios nutrilivos y los sistemas. Sin embargo, no abstante que en el
medio nutritivo Fa se obluviéron 10s rendimientos mas altos, se utilizé el medio
M! CICIMAR con rendimientos ligeramente menores a los obienidos con el
medio Fa, pero mas econdmico.

A parlir de los resultados anteriores, en la segunda fase del experimento,
se lrabajé para determinar las condiciones de cullivo para que las cepas
CICIMAR 1y 2 sintetizaran la mayor cantidad de lipidos. En esta segunda fase,
los cultivos se realizaron en matraces erlenmeyer de 2 |, en agua de mar
enriquecida con el medio M! y a diferentes concentraciones de NaNO3. Los
tiempos de cosecha para la Cepa 1 fueron 7, 10, 12, 19 dias y parala Cepa 2,
7.10, 12, 14, 18y 21 dias.

Los resultados del andlisis de varianza para esta fase sefalan que el
mdaximo rendimiento de los cultivos, tanto en biomasa seca, como en el niumero
de células, y lipidos varian en funcién del tiempo, de la cepa y de la
concentracion de nitratos. Siempre se observd que la Cepa 2 tisne un mejor
desemperio que la Cepa 1.



1.0 INTRODUCCION

El desarrollo de biotecnologias que aseguren la maxima productividad de
biomasa de un recurso con el minimo de insumos y de tiempo es cada vez mas
importante.

Con esto en perspecliva, en el Centro Interdisciplinario de Ciencias
Marinas, (CICIMAR), del Instituto Politécnico Nacionai, con sede en La Paz, Baja
California Sur, se establecid el Laboratorio de Biologia Experimental, donde se
desarrolla un programa de invesligacidn en acuacultura que tiene como propésito
el cullivo de peces & invertebrados marinos y uno de los objetivos de este
programa, es el de seleccionar especies de microalgas que satisfagan los
requenmientos nutricionales de las cadenas tréficas.

En el transcurso dei proyecto se han aislado diferentes cepas de
microalgas, principalmente a partir de muestras obtenidas en esteros y pozas de
mareas en las costa de B.C.S.; cepas que han sido cultivadas en el iaboratorio
con el propésito de optimizar su cultivo y probar su efecto nutricional en rotiferos y
copépodos, consumidores primanos de las cadenas tréficas. Las investigaciones
en el proyecto de Cultivo de Peces abarcan desde, estudios de ias fases larvarias
de especies de interés comercial en la zona de Baja California Sur, tanto para la
produccién de juveniles como para su crecimiento y engorda posterior, en jaulas
en el exterior. Este proyecto incluye la recolecla de los reproductores y el desove
de éstos bajo condiciones controiadas de fotoperiodo y temperatura.

Durante su crecimiento y desarrollo las larvas y juveniles de peces
requieren de alimento en cantidad suficiente y en ¢l momento adecuado para
cada una de las elapas. En la primera elapa las microalgas constituyen
elementos importantes de todas las dietas en uso y primer eslabén en cualquier



cadena trdfica del tipo que nos ocupa. La produccidn de este alimento es otre de

las actividades del faboratorio de Biologfa Experimental,

Para su mejor aprovechamiento las rnicroalgas en acuaculiura deben reunir
cietas caracteristicas, tales como pared celular digerible, una adecuada refacion
entre proleinas, carbohidratos y lipidos, ademés de una cieta proporcion de
determinadas vitaminas. Se ha reconocido en fa acuicultura la gran importancia
que fienen los lipidos en fa nutricidn de organismos marinos, especialmente los
Acidos grasos polinsaturados (n-3) como el Acido linoléico; de ahl que sea
indispensable que éstos se encuentren en et contenido de las microalgas y porlo
tanto en los rotiferos, fos copépodos y la artemia, eslabones de la cadena tréfica
de fos peces (Ostrowski y Divakaran, 1990). Los 4cidos grasos también han
cobrado importancia por su relacion con la salud humana, ya que 4cidos grasos
esenciales como: el linoléico, e! linolénico, el arachidonico y el eicosapentaensico
se requieren para el consumo humano, y €f aporte mayor de éstos es a través de

su inclusion en la dieta de peces (Ldpez of 8/ 1992).

Recientemente ofras evidencias han hecho que se enfoque la atencién a
los 4cidos eicosapentaendico y dodecahexaendico, en relacibn con la
areriosclerosis, la trombosis, fa arrtis y el céncer (Klausuer, 1986;
Yongmamitchal y Ward, 1989 En: Lépez et al 1992), estos acidos al mismo
tiempo son importantes por su conversidn metahdlica en el eicosanoide precursor

de las prostaglandinas (Borowitzka, 1986).

En ta ultima década, ha habido un gran interés en el desarrollo tecnoldgico
del cultivo de las microalgas, por su gran potencial como productores de biomasa
rica en proeinas, fipidos y amino acidos enire otros. Sin embargo el problema
mayor en la acuicultura marina es produciias en canfidades suficientes que
aseguren el alimento del segundo eslabén de la cadena tréfica (De Pauw at al,
1983 En: Cid et a/ 1992, Benemann, 1992), o como fuente de profelnas



(Fabregas y Herrero, 1985), o bien como fuente de minerales en las dietas de
peces (Fabregas y Herrero, 1986), alimentando rotiferos y/o artemia, en la crianza
de peces marinos y moluscos bivalvos (Wikfors ef a/, 1984), asl como para su
utilizacién con olros fines como la produccion de productos quimicos finos o

energéticos (Borowitzka, 1986).

Un factor que debe considerarse en la produccién de microalgas es la
cantidad y calidad de las fuentes de nutrientes. Pueden utilizar nitrato, amonio o
urea como fuente de nitrégeno, fos que, ademds de ofrecer mayor numero de
opciones de fuentes de N en relacion a las plantas vasculares, pueden producir
cambios importanies en el crecimiento y fa composicion bioquimica de fas célufas
(Fébregas ef al, 1989; Ben-Amotz ef a/, 1887). El éxito de los cultivos masives
estd determinado por dos faclores, la oplimizacion de sus rendimientos en
biomasa por una parte y el mantenimiento de la composicion especlfica por otra,
los cuales se logran evaluando la respuesta fisioldgica basica de las diferentes
especies algales a las condiciones ambientales y nutricionales (Roessler, 1990).

Los cultivos conlinuos a cielo ablerto, son una de las alternativas
econdmicas para el sistema de produccidn de microaigas en forma masiva (De
Pauw et &/, 1984), por lo que representan sistemas simples que en biotecnologia
son necesarlos para establecer e identificar las necesidades de investigacién o de
produccion, ulilizandolos con un propésito predictivo (Grobbelaar, 1960).

En vilud de que la composicidn quimica de fas microalgas puede ser
manipulada fisiolégicamente, es necesario deferminar su fase de crecimiento en
un medio convencional, ya que fa composicién bioquimica algal puede presentar
grandes cambios en una escala de liempo que oscila entre horas a dias, hasta
que las células entran en la fase estacionaria debido a fimitacién nutricional. Ef
crecimiento del cultivo puede ser interrumpido por falta de uno de los
macronutrientes (C, N. Py Si), fo interesante es que la velocidad de crecimiento



estd vinculada parciaimente a cantidades minimas y maximas del nutriente por
célula y a una secuencia de los nutrientes de acuerdo a su carga ibnica que van
de Si>C>N>P (Harrison et al, 1990). Si se afiaden mds nutrientes el cultivo
continua creciendo, pero la tasa de crecimienlo baja conforme el cullivo se va
limitando por la obstruccion de la luz producida por las mismas células;, de ahl
que sl se tienen suficientes nutrientes y el pH se mantiene entre los limites de
tolerancia de la especie, el rendimiento maximo del cullivo va ha estar
determinado por la cantidad de luz recibida.

Este conocimiento permite establecer los requerimientos nutricionales en
los cultivos masivos, as! como el efeclo del ambiente sobre su composicién
celular, Las microalgas presentan caracleristicas eurihalinas y euritérmicas,
ademas algunas especies pueden ser cullivadas en condiciones de nulricion
limitada, produciendo entre 25 a 86 % de los llpidos habituales (Yu Suen, ef al,
1987). Recientemente se han desarrollado colecciones de cepas microalgales con
caracleristicas genéticas especificas seleccionadas, mutadas y modificadas por
ingenieria genética (Borowitska, comunicacion oral, Barclay y Cheng, 1990) entre
éstas, existen cepas de algas lipogénicas que al cultivarse en condiciones de
nutricion limitada pueden llegar a producir hasta un 80% de lipidos en relacion a
SU peso Seco.

Es necesario identificar los factores que fimitan el crecimiento y desarrollo
celufar de una especie, en particular si ef objetivo final es utilizaria en el sostén de
cadenas tréficas, ya que estos factores son determinantes para obtener buenos
rendimlentos en aculcultura (Morris, 1981),

Es tipico de las algas en la naturaleza dar dos respuestas a los cambios de
los factores fimitantes; en ef rendimiento final o en la tasa de crecimiento,



Segin Richmond (1986), los requisitos para optimizar un cultiva, *son
conocer la concentracidn adecuada de nutrientes, buscar una corréspondencia
entre la tasa de crecimiento y la utilizacién de los nutrientes, buscar la produccion
sosienida y estandarizar la cosecha a intervalos periédicos con reemplazamiento
del medio de cultivo en forma continua o semicontinua.

Para poder cullivar y establecer allas densidades de microalgas en
cualquier sistema de cultivo es necesario aprovechar los factores fisicos
esenciales en sus niveles oOplimos. Eslos factores incluyen:  Huminacién,
temperatura, aire (para control de pH y provisidn de CO?) y caracteristicas del

recipiente de cultivo.

En un cultivo estatico de mictoalgas marinas los parametros fotosintéticos
pueden variar ampliamente (Griffiths, 1973, Beardall y Morris, 1976 En; Geider y
Oshorne, 1992). Segln Brand pueden sucederse de S a 20 generaciones antes
de que el fitoplanclon se encuentre totalmente aclimatado a las condiciones
ambientales prevalecientes; sin embargo en un cuitivo estalico el crecimiento
equilibrado nunca se alcanza debido a que el organismo modifica continuamente
su ambiente, de ahi que pueda alterarse su patrén de crecimiento (Wanner y Egi,
1990 En: Geider y Osbome, 1992), sin embargo es posible mantener a las
células en un crecimiento equilibrado a través de cultivos subsecuentes
(resembrados) (Brand, 1981 En: Geider y Osborne, 1992).



2,0 ANTECEDENTES

Las algas, son consideradas como uno de los prototipos para el estudio de
la biosintesis de metabolitos secundarios, en vitud de que al igual que las
plantas vasculares son capaces de producir biomasa en forma de proteinas,
acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos esenciales y muchos otros compuestos a
partir de biéxido de carbono, sales inorgénicas simples y de la energia solar, bajo

la accién de factores internos que regulan su crecimiento y reproduccion.

Las microalgas representan un recurso natural susceptible de explotacion,
del que de acuerdo con Burlew, 1953 existen mas de 30,000 especies, sin
embargo la mayor limitante en su aprovechamiento es Ia total imposibilidad de su
recoleccion en el ambiente natural, por lo cual el Unico medio de aprovecharlas
conocido hasta ahora es a través de ios cultivos,  El aprovechamiento de las
algas se remonta a tiempos inmemoriales y no se sabe con certeza a partir de
cuando la humanidad introdujo en su dieta, a las algas marinas. Las macroalgas
marinas han sido explotadas comercialmente por decadas por su contenido de
ficocoloides, como los alginatos y los carragenanos.

En México el aprovechamiento de las microalgas se ilevo a cabo desde el
tiempo de los azlecas ya que entre los alimentos descritos por misioneros y
cronistas  sobresalid el Tecuitlale, extraldo del lago de Texcoco y cuya
identificacidn no se dio hasta 1964, en que segun reporta Paniagua, 1994,
Leonard descubrid en la region de Kanem en el lago Chad, que los nativos
preparaban y comian un alimento similar al de los azlecas, el cual determino se
componia de filamentos de Spirulina platensis (Paniagua, 1994).



Debido a que no se cuenta con informacion suficiente sobre el desarrolto
histérico del cultivo de microalgas nos limitaremos a citar hechos sobresalientes
seflalados por Richmond en un trabajo publicado en 1990

Beijerinck: en 1890 fue el primero que cullivd microaigas en tubo de
ensaye y cajas de petri con medios solidos, para caraclerizar a Chlorella vulgans y

realizar fas primeras investigaciones sobre Ia fisiologla del crecimiento algal.

Otto Warburg, en 1919 emplea suspensiones densas de Chlorefla para el
estudio del proceso fotosintético y la respiracion algal. En Alemania, Harder y von
Witsch, 1942 desarroliaron la idea de cullivar en el laboratorio dialomeas crecidas
en condiciones limitadas de nitrégeno, obleniendo producciones bajas por lo cual,
Spoehr y Milner en 1947 se inclinaron a estudiar el potencial de Chiorefla como
productor de proteina, encontrando que al variar las condiciones de cullivo, se
podia oblener hasta un 88% de proteina (Richmond, 1986),

A parir de 1949 se Inicié en E.U.A. el programa de produccién masiva de
microalgas por diversos grupos de investigadores entre los que destacan los
encabezados por Oswald y Gummert; mismos que establecieron las bases para la
utilizacion de Chioreffa y Scenedesmus obliquus en ia produccion de alimento a

gran escala.

Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas para la alimentacién
continué y se extendl6 hacia otros palses entre los que han destacado ademas de
Alemania y E.U.A.; Japon, Israel, Australia y Rusia utilizando Chlorella, Spirufing,
Dunaliella, y Pomhyrnidium, sin embargo se encontré que los principales
problemas para una aplicacion industrial directa de eslas investigaciones son los
altos costos de produccion, el mercado y el uso que tedria el producto final. Ala
vez se buscaron nuevas aplicaciones como son la utilizacién de microalgas en el



tratamiento de aguas residuales para la obtencién de proteinas o el desarrollo de

sistemas de produccién masiva para la bioconversién de energia solar a metano.

En otro articulo Gudin en 1987, sefiala que las microalgas pueden producir
lo que sea, sin embargo deben de compelir con los productos de la quimica
sintética, pelroquimicos y agricolas. Entre estos productos producidos por
microalgas eslan: ficocianina, hidrocarburos, triglicéridos, giicerol, beta-caroteno,
astaxantina, polisacaridos (alginatos, carragenanos y agarosa, polisacaridos

sulfatados, 4cido araquiddnico y eicosapentaenoico y ficoeritrina),

En la actualidad se trabaja en investigaciones para determinar la escala de
produccién, los tipos de sistemas abiertos o cerrados (fotoreactores), en el medio
nutritivo o bien inmovilizadas en donde el medio nutritivo esta circulando y
extrayendo los metabolitos al mismo tiempo. Se pueden seguir tres tecnologlas de
cuitivo ia continua o discontinua y los sistemas estaticos.

En la acuacultura Allen y Nelson en 1910, iniciaron la produccion de
microalgas para la alimentacién de invertebrados (Fulks y Main, 1991), esto ha
permitido un gran avance en la investigacién sobre la produccién de biomasa
microalgal marina, ya que la produccidn de esta biomasa se ha considerado como
un cuello de botella en los cultivos (DePauw et a/, 1983),

La mejor alternativa para la produccién de microalgas por el alto valor
comercial que tiene su produccién, es en acuacultura, Becker (1986). El cuitivo de
microalgas en la acuacultura tiene ventajas sobre la produccién de microalgas
para alimento humano o de animales: ya que presenta una alta eficiencia de
bloconversién, porque no requieren de esfuerzos en la cosecha, en el secado y
en almacenaje, y los animales las pueden consumir en el momento de ser
producidas (Benemann, 1992).



La acuacultura es una de las areas de crecimiento mas rapido en el campo
de la produccién de alimento y la importancia de las microalgas es que son uno de
los componentes esenciales de la dieta de moluscos bivalvos, larvas de
gasterépodos marinos (abulén), larvas de camarén, algunas especies de peces y
zooplanctdn (rotlferos y copépodos usados en cadenas tréficas complejas),
donde esta demostrado especificamente que la fraccion lipidica, tanto en
cantidad, como en calidad (presencia de lipidos omega-3), es la fraccion
determinante del valor nutiritivo de la especie algal. (Ben-Amotz y Tornabene,
1985; Ben-Amotz, Fishler y Schenelleer, 1987; Frolov, ef a/ 1991; Hamdy y
Mantin, 1986; Navarro, el al 1992).

Los autores antes mencionados y otros mas han llegado a la conclusion
que la porcién de llpidos insaturados, especialmente los lipidos conocidos como
omega-3. tales como los dcidos eicopentaendico, linoléico, linolénico y
araquiddnico son esenciales tanto en la nutricién de intermediarios de la cadena
tréfica, como en consumidores "tope”, como los peces y el hombre (Crawford, ef al
1989 y Vergroidsen, 1989 En: Ahlgren et al, 1992).

Un alimento con buena calidad nutricional conlleva al éxito en el larvicultivo
(Watanabe y Kiron, 1994). Por lo tanto se estdn haciendo esfuerzos en las
investigaciones para aclarar los requerimientos nutricionales de las diferentes
especies y en esta forma producir mas eficientemenle a las especies deseadas;
de ahi que es importante que la calidad nutricional de las microalgas utilizadas
como alimento deba ser optima para los animales cultivados (Brown, 1989 En:
Volkman ef al 1989). Se han examinado un buen nimero de microalgas, sin
embargo no todas las especles tienen el mismo éxito en el soporte de un animal
en partlcular, porque la calidad de los cultivos depende del valor nutritivo del alga
y la composicién bioquimica de estas en general, se ve afeclada por las
condlciones de cultivo, edad/fase de crecimiento y los factores como temperatura,
luz, y composicién de los nutrientes en el medio, asi como de un nufriente en



particular (Fabregas, ef af, 1586, Richmond, 1886, Renaud y Parry, 13894,
Volkman et al 1989).

Debido a que las algas se consideran como uno de los grupos de
organismos mds versatiles en términos de su tamano, forma, funcidn ecoldgica y
composicién bioqulmica; permiten un gran nimero de opciones de cullivo,
alterando el patrén de produccion de metabolitos y de productos quimicos de alto
valor comercial, de ahl que el interés en el cultivo de las microalgas no queda
solamente circunscrito a la produccion de lipidos insaturados ya que ademas
dentro de los productos naturales que tienen aplicaciones comerciales y que se
obtienen a partir de microalgas estén ios pigmentos, de estos los mds importantes
son las ficobiliproteinas (ficocianina y ficoeritrina) y una gran variedad de
carotenocides. Segtin Borowitzka (1988) se canocen més de 400 carotenoides, de
los cuales muy paces son utilizados comercialmente: beta caroleno, zeaxantina,
astaxantina y luleina, que tienen muchos usos comao colorantes y aditivas en

alimentos.

El futuro de las invesligaciones que permitan la expansion industrial del
cultivo de microalgas, se encuenira en las especies que fallan de examinar en
relacién a la produccién de algiin metabolito secundario y se basan en el potencial
de la ingenierfa genética, la cual permite la manipuiacién genética para
incrementar en el contenido natural de la célula el producto deseado (Richmond,
1890); para esto se requiere de un mayor conacimiento bioldgico e ingenieril que
haga posible la domesticacién de las especies silvestres (Chapman y Gellenbeck,
1989). La seleccion y mejoramiento genético de las especies microalgales se
logra de manera rapida y facil debido a que la mayoria de las especies de
microalgas poseen ciclos de vida corlos, usuaimente de horas (Paniagua-Michel,

1994).



particular (Fabregas, et af, 1986, Richmond, 1886, Renaud y Parry, 1994,
Volkman et al 1989).

Debido a que las algas se consideran como uno de los grupos de
organismas mas verséatiles en términos de su tamano, forma, funcién ecalégica y
composicién bioquimica, permiten un gran nimero de opciones de cultivo,
alterando ef patron de produccion de metabolitos y de productos quimicos de alto
valor comercial, de ahl gque el interés en el cullivo de las microalgas no queda
solamente circunscrito a la produccion de lipidos insaturados ya que ademas
dentra de los produclos naturales que lienen aplicaciones comerciales y que se
obtienen a partir de microalgas estén los pigmentas, de estos los mas importantes
san las ficobiliproteinas (ficocianina y ficoeritrina) y una gran variedad de
carotenaides. Segtin Borowilzka (1988) se canocen més de 400 carotenoides, de
los cuales muy pacos son utilizados camercialmente: bela caroteno, zeaxantina,
astaxanting y luteina, que tienen muchos usos camo colorantes y adilivos en

alimentos,

El futuro de las investigaciones que permitan la expansion industrial del
cultivo de microalgas, se encuentra en las especies que failan de examinar en
relacién a la produccidn de algun metabolito secundario y se hasan en el potencial
de la ingenierla genética, la cual permite la manipulacién genética para
incrementar en el contenido natural de la célula el producto deseado (Richmond,
19980); para esto se requiere de un mayor conocimiento bioldgico e ingenieril que
haga posible la domesticacidn de las especies silvestres (Chapman y Gellenbeck,
1989). La seleccidn y mejoramiento genético de las especies microalgales se
logra de manera rapida y facil debido a que la mayorla de las especies de
microalgas poseen ciclos de vida corlos, usuaimente de horas (Paniagua-Michel,
1994).



Bajo condiciones experimentales idénticas, es posible examinar la
variabilidad en las tasas de crecimlento especifico: ya sea en la tasa fotosintética
o bien en la composicién bioguimica; mismas que cabria atribuir a una variacién
genética, por lo tanto si se hacen tales comparaciones se puede explicar la
mayorla de la variabilidad interespeclfica para el tamafio del organismo {Banse,
1982 En: Geider and Osborne, 1992). El tamafo celular es una fraccion
significativa de la variabilidad interespecifica; ya que las tasas de los procesos
metabdlicos dependen del tamafo celular por lo que este es una fraccion
significativa de la variabilidad interespecifica, por lo tanto las tasas metabolicas
especlficas disminuyen cuando el tamafio aumenta. Patten en 1971 desarroll6
dos modelos para el crecimiento de una poblacion, estableciendo una
diferenciacion de las propiedades de la misma. Asl se tienen las que determinan
el crecimiento de la poblacién como: numero de células, biomasa, 1a cantidad de
nutrientes accesibles y el promedio de la masa por célula (propiedades
extensivas) y las que se refieren a las frecuencias de distribucién de las edades,
tamaio y componentes quimicos dentro de fa poblacion (intensivas).

De ahi el interes del manejo ecofislologico de los cultivos microalgales, ya
que permite la optimizacién de las condiciones del cultivo de las microalgas
nativas aisladas de ia region, mejorando el rendimiento en la produccién de la
fraccidn Hpidica o bien la produccion de otro metabolito.

La biotecnologla algal, es la ciencia de la manipulacién genética del alga
con técnicas de biologia molecular, mapeo, clonacién y caracterizacion de genes
para produclr una *mejor aiga". Segin Paniagua (1994) una definicin de
biotecnologla microalgal es la ciencia que aplica los conocimientos de la biologia
molecular, bioguimica, genética e ingenierla a la maquinaria fotosintética y
organelos microaigales para la produccién de alimentos, productos gquimicos y
energla.



Debido al gran avance que se ha tenido en los Gltimos afios en las técnicas
ecofisiolégicas de los cultivos microalgales, nuestro pals debe hacer un esfuerzo
para mantenerse al dia y desarrollar una experiencia propia, adecuada a sus
condiciones naturales, De ahi el interes que se tiene en el CICIMAR de dominar
las técnicas del manejo ecofisiolégico de los cultivos microalgales que permitan la
optimizacion de las condiciones de cultivo de microalgas nativas aisladas de la
region y obtener un conocimiento fisiolégico y reproductivo de estas especies
como una primera etapa para la produccion y mejor aprovechamiento de las

cepas microalgales en la acuicultura de la regién.



3.0 JUSTIFICACION

El Estado de Baja California Sur se constituye el 22% de la zona costera
nacional, en [a cual las que las microalgas pueden ofrecer una alternativa sobre la
agricultura convencional, ya que en esta parte de la republica la agricultura esta
limitada por la escacez de agua. Las microalgas aprovechan mejor la radiacion
solar y pueden utilizar fuentes de agua salobres o de mar, incrementandose en
forma exponencial con la temperatura hasta una temperatura éptima, siendo ésta
de 35 °C para muchas especies.

México es un pais con méds de 10, 000 km de costas litorales, La Paz,
B.C.S. es uno de los sitios de Ia republica en donde se tienen 360 dias afio sin
nubosidad. De donde [a acuicultura representa una alternativa viable que permite
al pais planear la produccién tanto de alimento como productos quimicos de alto

valor comercial.

El aumento en el consumo de alimentos derivados de! mar y el descenso
en los rendimientos de las cosechas naturales, nos dicen que para el siglo XXI
una buena parte de los alimentos derivados del mar, tendrdn su origen en la
acuicultura (Raymond y Maxey, 1994)



4.0 OBJETIVOS GENERALES:

1.- Optimizar las condiciones de cultivo de Nannochloris sp. para la

obtencion maxima de biomasa a escala de laboratorio.

2.- Determinar fas condiciones de cultivo bajo las cuales Nannochloris sp.

contenga mayor cantidad de lipidos totales.



4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Caraclerizar en forma sistematica las cepas de Nannochlons que se
utilizaran en esle trabajo.

2.- Seleccionar el medio de cullivo mas adecuado para un mayor
rendimiento en biomasa de las cepas de Nannochloris sp.

3.- Determinar los lipidos totales en las cepas de Nannochloris sp.
seleccionadas.



5.0 MATERIALES Y METODOS

5.1.- Aislamiento de las cepas.

Con el fin de tener un cepario de microalgas marinas nativas, en el
laboratorio de Biologla Experimental del CICIMAR, se obtuvieron muestras de
agua de diferentes esteros y pozas de mareas de lugares aledafios a la Paz,
B.C.S. Para el aislamiento de las cepas se prepararon series de dilucién 1:10 con
medio de cultivo del laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR (M1, Anexo
1), inocutando 1 ml de la muestra de agua; los tubos se incubaron por 72 hrs, y
cada 24 hrs se observd al microscopio si habia crecimiento en los tubos
detectando as! a las unidades algales (Anexo 2).

El aislamiento de una unidad algal que mida alrededor de 10pym o menos
de didmetro se lleva acabo mds facilmente sembrando por estria cruzada en placa
de agar y medio nutritivo, de esta manera ademas de aislar al organismo, se le
libera de los organismos contaminantes. De ahl que los productos obtenidos en
las series de dilucidn se sembraron en placa de agar y las unidades algales
aisladas, se transfirieron a un tubo con medio de cultivo liquido (Stein, 1973); de
esta forma se obtuvieron las unidades clonales de cepas monoespecificas de
diferentes grupos de Chlorophyceae, Bacillariophycea y Prasinophyceae.

6.2.- Caracterizacion de las Cepas.

De las cepas aisladas por el método anterior, por las caracteristicas de
tamario, facilidad de cultivo y aceptacion como allmento de rotiferos y copépodos,
se seleccionaron para optimizar sus rendimientos en la produccion de biomasa
con una alta calidad nutricional, a las cepas CICIMAR 1 y CICIMAR 2,

Para identificarlas sisteméticamente se mantuvieron en cultivos con medio
de cultivo MI, bajo condiciones de luz continua y fotoperlodo natural, a una
temperatura de 27 12 °C. Su morfologia, fue determinada con apoyo en
conceptos de citologia comparada en un microscopio de contraste de fase (Zeiss)
siguiendo las descripciones de Fritsch, 1965; Pickett-Heaps, 1975; Bold y Wynne,
1979; Ivine y John, 1984; Throndsen, 1985; South y Whittick, 1887, Asl, se
identificaron como Clorofitas y para corroborarlo se hizo la separacién de



pigmentos de acuerdo con el método de Lewin, para algas unicelulares, (1989).
basado en la separacion répida de clorofilas a y b, por medio de cromatografia en
capa fina. (Anexo 3).

Ademas, se obtuvieron micrografias de su ultraestructura celular en el
microscopio electrénico de transmisién del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM, la técnica utilizada en la microscopia electrénica se tomé modificada del
Manual de Técnicas para Microscopla Electronica de Urefia, 1986. Se realizaron
algunas adecuaciones en la preparacion de las muestras para las micrografias en
el microscopio electronico de transmision (MET)(Anexo 4). El andlisis de las
micrografias (MET) se realizé con el apoyo de los trabajos de: Butcher (1952);
Wilhelm, et al, (1982); Brown y Elfman (1982); Sarokin y Carpenter (1982) y
Turner y Gowen (1984),

5.3.- Determinacion y optimizacion de las condiciones de cultivo.

La seleccién de los medios de cultivo se hizo con el siguiente criterio, el M
CICIMAR es el medio utilizado en el laboratorio rutinariamente, por lo tanto se
querfa comparar su rendimiento con los medios utilizados por otros autores como
Guillard el mas cominmente utilizado, el reportado por Fabregas y el de Nelleys
que esta basado en fertilizantes; esto permilia comparar entre si a los medios
que utilizan reactivos analiticos con otro medlo mds econdmico.

5.3.1.- Determinacién de las condiciones de cultivo.

Esta parte del trabajo se dividid en dos fases: la primera se planted con el
propdsito de obtener las mejores condiciones de cultivo para Nannochloris, para lo
que se propuso un andlisis tetrafactorial en donde se compara; las dos cepas,
CICIMAR 1y 2; lainfluencia de los medios de cultivo, elaborados con agua de
mar enriquecida con substancias nutritivas y denominados MI, BETA, FAy Fly los
sistemas de cultivo. El medio Ml CICIMAR fue disefiado en el laboratorio por
medio de un andlisis matematico a partir de la tabla de medios del Stein, (1973);
el medio BETA fue tomado de Guillard, 1975; el medio FA de Féabregas, 1985, y
el medio Fl de Nelleys, 1988 (ANEXO 1).



Los sistemas de cultivo utilizados fueron matraz erlenmeyer (2 | con 1.5 | de
medio de cultivo) y garrafén (18 | con 16 | da medio de cultivo). El tiempo total de
incubacion fue de 21 y 28 dlas y el inoculo fue de 4,500 x 108 cel/m!.

La variables respuesta fueron; peso seco, el numero de células y la
concentracion da lipidos totales, Las condiciones ambientales mantenidas a (o
largo del periodo experimental fueron luz (5000 luxes) y aireacién continua, y una
temperatura promedio de 27 £2°C

La obtencidn de muestras se hizo en los dlas 7, 14, 21 y 28 de cultivo; por
medio de un andlisis da varianza sa observd el grado de significancia y se
compararon a las interacciones entre: Dfas, medios, cepas y sistemas sobre los
parametros de respuesta en peso seco, numero de células y lipidos.

Para cada una de las determinaciones, todos los muestreos sa efectuaron
por triplicado de acuerdo al procedimiento sefialado en la Tabla 1 y por medio de
un andlisis tetrafactorial se compararon las dos cepas, los dos sistemas de cullivo,
la influencia del medio nutritivo y el efecto del tiempo. Las variables respuesta
fueron el peso seco, el nimero de células y la concentracidn de lipidos. En su
andlisis se tomaron en consideracidn los dlas 7, 14 y 21 ya que para el dia 28 no
hubo datos completos para todos los medios, por o que se eliminé a una de las
replicas. Los resultados obtanidos para el medio F| fueron eliminados del andlisis
final, ya que en el garrafén que contenta a la cepa CICIMAR 2 se presentaba un
camblo drastico de pH (de 10) y los cultivos se perdieron (Tabla 2, 3,4 y 5),

En esta parte de! trabajo los resultados obtenldos fueron analizados
estadisticamenta con el programa Statgraphics, observdndose la significancia da
los factores y el de las interacclones entre ellos, en virtud de que [os resultados no
reflejaron el tetrafactorial, estos se analizaron con hoja de calculo elaborada en el
programa Quatro Pro (Sokel y Rohlf, 1981).

Al hacer el anélisis de los resultados, en la comparacién de los dos
sistemas de cultivo se observa, que el sistema del matraz fue mejor que al del
gerrafon, La mayor eficiencia del matraz sobre el garrafén se explica por la
cantidad y calidad de luz reclbida en el primer cultivo, que fue mejor, posiblemente
debido a la transparencia y calidad del vidrio, asf como por la forma del racipiente.
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De ahi que en la segunda paite dei experimento el sistema utilizado haya sido
el matraz.

Los resullados alcanzados en esta fase de la investigacion permitieron
definir el efecto de los diferentes medios de cultivo a partir de lo cual se decidié
tomar al medio Mi como bdsico a partir del cual se modifica el balance de la
concenlracién de nitrato y trabajo a nivel matraz, continuando con el conlraste
de las cepas CICIMAR 1 y CICIMAR 2 a to largo del liempo y de esia forma
estabiecer {as condiciones para fa méxima produccién de biomasa.

5.3.2.- Optimizacion de las condiciones de cultivo.

A partir de los resultados anteriores en la segunda fase del experimento,
se propuso cumplir ef objetivo de determinar fas condiciones de cultivo en las
que las cepas CICIMAR 1 y 2 conluvieron fa mayor cantidad de lipidos. En esta
fase los cullivos se realizaron por triplicado en agua de mar enrigquecida con el
medio Mi variando las diferentes cancentraciones de NaNQOq (0.5, 1.5, 5, 10
mM) en matraces erlenmeyer de 2 | y guardando fa relacion N:P 15:1; el inaculo
fue de 4,500 x 108 cel/ml. Se mantuvieron constantes fas condiciones de
temperatura en 26 3 °C, fuz y aireacion continua, y el tiempo de incubacién de
21 dias. Los tiempos de cosecha para fa Cepa 1 fusronde 7, 10, 12, 19 dias y
paraia Cepa2de 7, 10, 12, 14, 19y 21 dias.

5.4.- Delerminacion de las variables respuesta,

Peso seco, nimero de células y concentracién de fipides (Tabla 6, y 7).
5.4.1.- Determinacién det Peso seco.

El peso seco se obtuvo gravitacionalmente a partir de 20 ml de cuitivo,

concentrados por centrifugacion, ia pastilia se lavd 2 veces con agua destifada,
se llevo a sequedad en una incubadora a 80 °C por 24 hrs.



5.4.2.- Delerminacion del nimero de células.

Se llevd a cabo por medio del mélodo del Hemalocitometro, con la
camara de Neubauer, el cual fue disefiado para utilizarse con el microscopio de
coniraste de fases (Stein, 1973).

5.4.3.- Determinacion de la fraccion Hipidica.

Para oblener la fraccién fipidica se centrifugaron las células de cada
cepa, en las dos fases del experimento y se recolectaron los extractos crudos
por medio de extracciones con una mezcla metanal-cloroformo 2:1 {Bligh y
Dyer, 1959 modificada por Kates (1964) En: Kates, 1972) y se obtuvieran los
lipidos tolales, que fueron secados en nilrégeno liquido y tlevando a peso
constante para su registro gravimétrico (Piorreck et al, 1984). Al analizar la
cepa CICIMAR 2 se dispuso de un antioxidante (butilato de hidroxi tolueno al
0.05%) el cual se agregd a la fraccidn clorofdrmica del extracto.

Los datos obtenidos de la determinacion del peso seco, numero de
células y lipidos se examinaron por medio de un andlisis de varianza
considerando a las cepas, la conceniracion de NO3 y el tiempo, se
determinaron las inleracclones entre concentracion de nitralos, cepas y tiempo,
sobre el peso seco, las cepas y los lipidos lolales (Sokal y Rohif, 1981). A
pesar de haberse determinado el contenido de carbohidratos (Dreywood, 1946)
y proteinas {Lowry, et al. 1951) éstos no fueron anafizados estadisticamente.
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6.0 RESULTADOS.

B.1.- Caracterizacion de las cepas CICIMAR 1y CICIMAR 2,

Se observo al microscopio de contraste de fases la morfologia celular de
ambas cepas, determinando que se tralaba de organismos unicelulares, con
células esféricas, de 2 a 5 pm de tamano y con un cloroplasto parietal sin
pirenoide. Las células inmoviles en estado vegetativo, siempre se dividieron en
dos. Se observaron [a formacion de autoesporas de 8 pm, con 3 y 6 células. La
célula madura presentd granulos rojizos. Como resultado de la separacion de
pigmentos por la técnica sefalada en material y métodos, se establecié que por
su contenido de clorofila a, by carotenos, las cepas CICIMAR 1y 2 perienecen a
la clase Clorophyceae y al orden de las Chlorococcales en virtud de que la fase
asexual carece de movimiento, se mantiene el crecimiento vegetativo y las células

siempre se dividen endos. (Fig. 1)

Con base en observaciones en el microscopio de luz y en el microscopio
electrénico de transmitancia (MET), de la estructura de organelos y de
membranas celulares, las cepas CICIMAR 1y 2 se caracterizaron dentro del
género Nannochloris, en virtud de que en lodo momento se encontraron células
pequefas que se dividlan siempre en dos (Fig. 2). En las micrografias se observd
que el interior de la céluia estd en su mayor parle ocupada por el cloroplasto, en
donde pueden observarse los tilacoides arreglados en lamelas alargadas ( Fig. 3
y 4) y con lamelas en el estroma del clotoplasto que esta rodeado por una doble
membrana, con nucleo prominente y una mitocondria que en las micrografias se
ve claramente rodeada por una doble membrana.(Fig. 5)

Al microscopio 6ptico se observd siempre que la reproduccion en ambas
cepas es por autoesporulacién y aunque la secuencia de la evolucion de la



autoespora fue dificil de seguir, por un lado porque no siempre se pudo observar
en el microscopio de luz y por el otro por la ausencia de secciones seriadas en las
preparaciones al microscopio electronico.

A pesar de que las dos microalgas estudiadas presentan la misma
morfologla y en consecuencia pertenecen al mismo género, al comparar los
resultados obtenidos en Ia optimizacién del cullivo, se obtuvieron rendimientos
diferentes siendo siempre mejor el de la cepa CICIMAR 2.

6.2.- Optimizacién de las condiclones de cultivo,

6.2.1.- Fasel del experimento.

En esta 1* fase del experimento para lograr una mejor comprension de las
relaciones existentes entre los factores bioldgicos, fisicos y quimicos que
Influyeron en la produccidn algal, se realizé un analisis tetrafactorial de las
condiciones de cultivo de las cepas de CICIMAR 1 y 2; comparandose los
slstemas de cultivo, la influencia del medio nutritivo, y el efecto del tiempo. Los
parametros que se consideraron fueron el peso seco, nimero de células, y la
concentracién de lipidos. Los resultados del andlisis de varianza indicaron que los
factores: medios, dlas, sistema y cepas resultaron significativos con p<0.05. Los
resultados no explicaban el tetrafactorial, las interacciones y el efecto de las
replicas. De ahi que por medio de una hoja de calculo se hizo el andlisis de estos
resultados.

A partir de los resultados de la biomasa determinada a través del peso seco
para la 1* fase de los experimentos se obtuvo lo sigulente;
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Figura 1. Fotografia al microscopio dptico de las células de Nannochlors sp
Cepa 2, se observa la capsula materna y el seplo de division; las
células siempre se dividen en dos.



Figura 2 Folografie al microscopio electrénico que muesira una vista general
de Ia célula de Nannochlonis sp. Cepa 1.en donde se observa el nucleo
(N). mitocondria (M) y cloroplasto (C), la pared celular (PC).



Figura 3. Nannochloris sp. Cepa 1. se observa el ndcleo (N). la mitocondria
(M), fa pared celular (PC) y e! cloroplasto (C)



nico de Nannochlonis sp. Cepa 2 en
condria, la pared celular, |a dobje
acoidales alargadas.

nucleo, la mito
membrana, el plasto con lamelas (|



Figura 5. Folografia de la division celular en Nannochloris sp Gepa 2, s8
observan resios de la capsula, ta pared celutar (PC), la membrana

citoplasmica (MC) y el nucleo (N)




En el anélisis de varianza de los pesos secos registrados, las interacciones
que resultaron significativas fueron las de cepa-sistema (p=0.05) y la interaccion
triple entre cepa, sistema y dlas (p=0.01) (Tabla 8).

Al analizar los resultados obtenidos se observo que el sistema que resulté
mas eficiente para el cultivo de las dos cepas, fue el de matraz (fig. 6 a). La
Cepa 2 dio valores mas altos de biomasa a lo largo del tiempo de cultivo, asl
como en los dos sistemas ulilizados (fig. 6 by 7 ). Al comparar los sistemas con
el nimero de dlas transcurridos hasta la cosecha, el rendimiento mas alto se
obtuvo enel dla 21 para las dos cepas. (fig. 6¢, 7 b).
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Figura 7. Desempefo en el rendimiento en peso seco (mgfl), de la Cepa 1y 2,
para cada uno de los sistemas utilizados y a los 7, 14 y 21 dias de cultivo: a.
Matraz y b. Garrafén

6.2.2.- FASE |l del experimento.

En ésta fase el analisis de la cantidad de biomasa calculada de peso seco,
se hizo a fravés de un andlisis trifactorial para las Cepas 1y 2, el cual indico que
las interacciones significativas se dieron entre cepa-concentracion (p<0.001) y
cepa-dias {p<0.0005), y no fueron significativas las interacciones concentracion-
dias y cepa-concentracion-dias (Tabla 9).

En el andlisis de la gréfica de la interaccidn cepa-concentracion se observd
que para la Cepa 2 el éptimo se obtuvo en la concentracion de 0.5 mM de NaNO3
y para la Cepa 1 el dptimo se dio en la concentracion de 10 mM de NaNO3 (fig. 8)
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cepa vs. concentracion

Figura, 8. Desempefio en peso seco (mg/l) de las Cepa s 1y 2 cultivadas en 0.5,
1.5, 5y 10 mM de NaNO,,

La gréficas de la interacciones cepa-dias y concentracion-tiempo indican
que el maximo rendimiento lo tenemos el dia 19 parala Cepa 2y el dia 12 para la
Cepa 1, la diferencia entre ambas cepas es muy marcada siendo la Cepa 2 mucho
mejor (fig. 9, 10y 11)
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Figura 9. Rendimiento en la obtencién del peso seco para las Cepas 1 y2alos 7,
10, 12 y 19 dlas de cultivo.
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Figura 10. Desempetio en peso seco (mgh) de las Cepas 1y 2 enlas
concentraciones 0.5, 1.5, 5 y 10 mM de NaNOja los dias 7, 10, 12y 19 dlas de
cullivo.

Como resultado del analisis bifactorial del crecimiento de la Cepa 1, la
concentracion de nitralos fue significativa (p<.0025), a diferencia del tiempo y la
interaccion concenlracidn-dias (Tabla 10). Analizando la gréfica (fig. 11 a.) se
observa que el dptimo se alcanzé el dia 12 en una concentracidn de 0.5 mM de
NaNQg, con una diferencla ligeramente menor en el rendimiento para éste dia en
la concentracion de 10 mM de NaNO3 y en la concentracién 0.5 mM de NaNO3
eneldla 19.

En la Cepa 2 la interaccién concentracidn-tiempo fue significativa (p<.05)
(Tabla 11). La gréfica indica que en el dia 19 se alcanz6 el 4ptimo con 5 mM de
NaNO3, con una ligera diferencia en el rendimiento en el dia 14 con 1.5 mM
NaNO3 (fig.11 b). En la gréfica de la interaccién concentracién-tiempo se observa
el 6ptimo para la concentracién 0.5 mM en el dla 19 con una ligera diferencia en el
dia 12 con 0.5 mMy en el dla 19 con 1.5 mM, de ahi que concentracian y tiempo
no sean significativos.
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Figura 11. Rendimiento de las Cepas 1y 2 en peso seco a las concentraciones
de 0.5,1.5,5y 10 mM de NaNO, , los dias 7,10, 12y 19: 8. Cepa 1yb. Cepa2

6.2.3.- Anélisis estadistico:

En la primera fase el andlisis de varianza del incremento del niimero de
células las interacciones que resultaron significalivas fueron: cepa-sistemas
(p=.001), cepa-medios (p<0.1), y cepa-sistema-medios (p=0.01)(Tabla 12).
Analizando las graficas de las figuras 12 y 13 se observd que el sislema que
produjo mayor incremento en el nimero de células fue el del matraz. La Cepa 1
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garrafén (fig. 12 a). La Cepa 2 dio un mejor rendimiento en el medio Fa, y lalen
el medio MI (fig.12 b).
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Figura 12. Desempefio de las Cepas 1y 2 en numero de células (1a fase del
experimento) en: a. cepalsistema; b. cepa/medios y ¢. sistemas/medios.
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En la gréfica de la interaccion lriple cepas-sistemas-medios se observo que al
comparar los rendimientos considerando el nimero de células, en ambas cepas,
el rendimiento dptimo se obtuvo en el medio de Fa (fig. 12 ¢). Sin embargo al
comparar sistemas, cepas y medios, la Cepa 1 dio mejores resultados en el medio
MI/MATRAZ. yla 2 fue mejor en MIGARRAFON (fig. 13 ay b). La relacién con
el tiempo no fue significativa.
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Figura 13. Desempenio en nimero de células de las Cepas 1y 2, en cada uno de
los sistemas utilizados, con los medios de cultivo MI, BE y FA, a. Matraz y
b. Garrafén.

Los resultados del andlisis tetrafactorial de la 2a fase indican que las
interacciones de cepa/dias y concentracién/dlas son significativas (<<0.001) y en
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cambio no lo son las de cepa-concentracion y cepa-concenlracion-tiempo, (Tabla
13).

Al analizar las graficas de la inleraccidn cepa-dias se observa que ambas
cepas alcanzaron su mejor rendimiento el dia 19, sin embargo la Cepa 2 dio

mayor rendimiento que la Cepa 1 (fig. 14 y 15).
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Figura 14. Desempeiio en el nimero de células de las Cepas 1y 2 cuitivadas en
0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNO, durante 7, 10, 12y 19 dias.
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Figura 15. Desempeno de las Cepas 1y 2 en el rendimiento del nimero de
células durante todo el tiempo del cultivo.

3



En las grdficas de la interaccion concentracién-tiempo, se observa que el
crecimiento fue logaritmico con respecto al tiempo, alcanzando el 6ptimo el dla 19
en la concentracion 0.5 mM de NaNO3 y no hay diferencia entie las
concentraciones de 5, 1.5 y 10 mM de NaNO3 en el dia 12 (fig. 14). La
interaccidn concentracion-cepa expresada en la grafica indica que la Cepa 2 es
mejor que la 1y que ambas alcanzaron el 6ptimo en la concentracién 5 mM
NaNO3 (fig. 16).
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Figura 16. Comparacién de las Cepas 1y 2 en el nimero de células obtenido a
las concentraciones de 0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNO,

€l analisis bifactorial del incremento del nimero de células para la Cepa 1
muestra que en la respuesta los dias son significativos (p<<0,0006), en contraste
al efecto de la concentracion de nitratos, o de la interaccién concentracién-dias
(Tabla 14). Al analizar las graficas para la Cepa |, se encuentra que el éptimo se
alcanza en el dia 19, a la concentracién de 5§ mM de NaNO3 y una diferencia muy
pequefa, en relacion a lo obtenido a la concentracién de 10 mM NaNO3 (fig. 17

a).
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Figura 17. Rendimiento de las Cepas 1y 2 en el numero de células obtenido a
las concentraciones de 0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNO,. a. Cepa 1y b. Cepa 2



En el analisis bifactorial para la Cepa 2, la interaccion concentracién-dlas
resulta significativa (p<0.005) y no asl, la concentracion, ni el tiempo (Tabla 15).
En la gréafica se observa que el crecimiento 6ptimo expresado en células se
alcanzo el dia 21, a la concentracion de 5 mM de NaNO3 y en el dia 19 se
alcanzaron a las obtenidas a las concentraciones de 1.5y 5 mM NaNO3 (fig. 17
b).

El andlisis de varianza de la primera paite del experimento para los lipidos
totales sefala que las interacciones significativas fueron; cepa-sistema (p<0.1),
cepa-medios (p=0.025), cepa-dias (p=0.025), sistema-dias (p <0.1), medios-dias
(p<0.1); y en las interacciones triples entre cepa-sistema-medios (p=0.01), cepa-
sistema-dias (p=0.1), y cepa-medios-dias (p<0.1); y no resultaron significativas;
sistema-medios-dias y cepa-sistema-medios-dias (Tabla 16). Al analizar las
graficas de las interacciones se encuentra que: el nimero de dias transcurridos a
partir de la inoculacion, fue importante, la Cepa 2 tuvo su mejor rendirniento en el
dia 14, y lal el dia 21 (fig. 18 ¢) Dando mejor resultado el cultivo en el matraz (fig.
18 a).
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Figura 18. Rendimiento de los Iipidos totales (mg) en la 1a fase dql experimento,
(solo las interacciones que resultaron significativas): a. cepalsistema, b.
cepalmedios, y ¢. cepaldias.
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Figura 19, Rendimiento de lipidos totales de los sistemas de cultivo en relacién al
tiempo, en los medios MI, BEy FAy a los 7, 14y 21 dias de cultivo.

Al comparar los Medios y su respuesta en el tiempo, FA y BE dieron el mejor
rendimiento en el dia 14 (fig. 21 y 24 b y c¢), el medio Ml tuvo un rendimiento
sostenido hasta el dia 21 (fig. 21, 24 a).
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Figura 20. Rendimiento en lipidos totales obtenidos en los medios de cultivo M,
BEyFA alos7, 14, y 21 dlas.
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Figura 21, Desempedio de las Cepas 1y 2 en la 1a fase del experimento, en el
rendimiento de los lipidos totales, en los dos sistemas utilizados, a los 7, 14 y 21
dias de cultivo. a: Matraz, b: Garrafén

La Cepa 2 produjo mayor cantidad de lipidos y en consecuencia resulté
mas eficiente, en el dia 14 (fig. 18 ¢, 22,23 ay b)
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Figura 22. Desempeiio de las Cepas 1y 2, en la 1a fase del experimento en la
ohtencién de lipidos totales, en cada uno de los sistemas utilizados para cada uno
de los medios de cultivo. a. Matrazy b. Garrafén
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Figura 23. Desempeilo de las Cepas 1y 2 en el rendimiento de lipidos totales en
cada uno de los medios de cultivo utilizados, a los 7, 14 y 21 dias de cullivo.

A través de un andlisis trifactorial se analizaron los resultados en fa
segunda fase para lipidos totales, observindose la respuesta en el tiempo, en que
resultd significativa la interaccidn cepa-dlas (p<0.0005). No lo fueron las

interacciones cepa-concentracion, concentracion-dlas y cepa-concentracidn-dias
(Tabla 17),

Al analizar |a gréficas de la interaccion cepa-dlas se observa que la Cepa 2
es mejor que la | y que alcanzé el ptimo de lipidos totales en el dla 7, con una
pequena diferencla con el dia 10, la Cepa 1 alcanz6 el 6ptimo el dia 19 (fig. 24).
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Figura 24. Rendimiento de lipidos totales obtenidos para las Cepas 1y 2 enla 2a
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fase del experimento, alos 7, 10, 12 y 19 dias de cultivo.

En fas graficas de las interacciones entre la concentracion-cepa se observa
para las dos cepas que el optimo en filpidos lotales se alcanzo con la
concentracion 10 mM NaNO3, siendo la Cepa 2 1a mejor (fig. 25 a). En la grafica
de la interaccion concentracion-dias, el éptimo en lipidos totales se alcanza el dia

10 a la concentracion 10 mM de NaNO3 y en el dia 19 no se manifiesta una

diferencia entre las concentraciones de NaNO3 utilizadas (fig. 25 b).
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Figura 25. Desemperio de las Cepas 1y 2 en la obtencién de lipidos totales, a las
concentraciones 0.5, 1.5, 5 y 10 mM de NaNO, : a. cepa concentracion y b.
concentracion/tiempo.

El andlisis bifactorial de lipidos totales para la Cepa 1 indicd que la
respuesta en el tiempo es significativa (p<.0005)(Tabla 18), y en las graficas de la
interacclén concentracion-dlas se observa que el dptimo se obtiene en el dla 19 a
la concentracion 0.5 mM de NaNO3 y el dla 12 a la concentracién 5 mM de

NaNO3 (fig. 26 a).

En el analisis bifactorial de los resultados del rendimiento de lipidos totales
para la Cepa 2, no se observan diferencias significativas a las concentraclones
utilizadas (Tabla 19). Al comparar los rendimientos obtenidos a lo largo def tiempo
de cultivo, el dia 10 dic mejor rendimiento a 10 mM NaNO3 (fig. 26 b.).

42



8
gn
-d
01
¢ Nt e e ey
4] 1 3 ] L] & 14 ] 0 "
CONCENTRACGION (mM)
® DT »- D14 100~ DA 1249 DIAYS
b

01 S
y 4§ & T 8
CONCENTRACION (mM)

43 OAT b O1A 100 OIA 1740 DA 1404 OUA SPecnm DIA 23

Figura 26. Desempefio de las Cepas 1y 2 en la produccion de lipidos totales a
las concentraciones 0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNO, a los 7, 10, 12, 14, 18y 21
dlias de cultivo. a: Cepatyb: Cepa2

4



7.0 DISCUSION

El interés en la optimizacién de cultivos de Nannochloris spp.,
productores de lipidos, reside en que las microalgas de este género forman parte
de las dietas basicas en la alimentaciéon molUscos y larvas de peces asi como de
invertebrados ulilizados en las cadenas trdficas complejas. La hipotesis
suslentada en esle trabajo es que al cullivar cepas matinas del género
Nannochloris spp. bajo diferentes condiciones, es factible encontrar alguna
condicién que produzca el méximo rendimiento en biomasa y en lipidos, ya que
estd demostrado que la fraccion lipidica, es la fraccidn determinante del valor
nutritivo de la especie algal y que la porcion de lipidos insaturados, especiaimente
los lipidos conocidos como omega-3, tales como los &cidos eicopentaenotico,
finoléico, linolenico y araquiddnico, que son esenciales tanto en la nutricién de
intermediarios de ia cadena tréfica, como en consumidotes “tope" como los peces
y el hombre (Witt et al, 1981, Ben-Amolz y Tornabene, 1985, Hamdy y Martin,
1986; Ben-Amotz, et al, 1987; Frolov, et al, 1981, Navatro, et al, 1992; Crawford
et al, 1989 y Vergroidsen, 1989 citados En: Ahlgren ef al, 1892; De Paw y
Persone, 1888 En: Renaud e! al, 19984).

Para la caracterizacién sistemética de las cepas de Nannochlons spp.
utilizadas, se tomaron en cuenta las sigulentes consideraciones:

a.- La descripclén original del género Nannochloris fue hecha por Naumann en
1921, (Sarokin y Carpenter, 1882), quien describe a Nannochlons como una
cloroficaa unicelular, con cloroplasto parietal, pared celular transparents libre de
mucus y con divisién por fisién transversa en dos células hijas iguales.
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b.- El que olros autores como Butcher (1952), consideren que el género
Nannochloris no exisle y que estas microalgas pertenecen al género Chlorella
describiéndolas como Chlorella marnna.

c.- La revisibn del género hecha por Fritsch en 1949 (Brown y Elfman, 1982),
eslablece que las diferencias entre el género Chlorella y Nannochlons, reside en

la presencia o ausencia (respeclivamente) de auloesporas.

d.- Otras revisiones del género hechas por Parke y Dixon, (1976) y Wood, (1979)
En: Brown y Elfman, 1982, permiten establecer que ademas de las caracleristicas
generales sefaladas por Naumann, algunas cepas de Nannochlons presentan
una membrana que las envuelve y autoesporas.

Las dos cepas utilizadas en este trabajo llenan estas caracteristicas: son
unicelulares, de 1 a 5 pm, con membrana materna, cloroplasto parietal, con
autoesporas ylo division siempre en dos células hijas iguales. Asi mismo la
observacién de las cepas de Nannochloris al microscopio electrénico de
transmision, coinciden con las descripciones hechas por Sarokin y Carpenter
(1882) (fig. 3).

En consecuencia las cepas CICIMAR 1 y 2 corresponden al género
Nannochloris y es Interesante hacer notar que al trabajar con eslas especies
pequefias de cloroficeas, los autores como Lewin (comunicacidn personal) no las
manejan como especies.

El aislamiento y caracterizacion de los pigmentos folosintéticos permitié
reconocer a las cepas seleccionadas como cloroficeas (clorofilas a y b) y

43



diferenclarlas de Nannochloropsis, una microalga muy en boga en ia acuacultura
que pertencce a la nueva division Eustigmatophyceae y que carece de clorofila b

(Owens et al, 1987). Lo anterior es de considerable importancia para entender la
posicién filogenética del género Nannachlons.

Se ha reconocido el proceso de reproduccién a partir del mecanismo
primitivo de autoesporulacidn hasta la verdadera division celular, que es fa clave
en el desarrollo de algas con formas de talos complejos y de las plantas terrestres
{Picketl-Heaps, 1975). Si se puede encontrar una cepa de Nanachloris sp. que
lenga una verdadera division celular en la cual el material de la pared parental sea
retenido para convertirse en parte de las paredes de las célutas hijas, entonces es
una Coccomyxaceae def orden de las Chlorosphaerales (sensu Herndon, 1958
En: Lewis y Elfman, 1982). Sin embargo con base en los datos recabados esta

alga perlenece a ias Chlorococcales por presentar autoesporulacion.

La falta de informacion sobre la ultraestructura y fisiologta del género es
incomprensible, dado la importancia ecoldgica de las microcloroficeas en
amblentes ocednlcos y costeros, medida por la abundancia de clorofila b (Jeffrey,
1976 En: Brown y Elfman, 1882; Johnson y Sieburth, 1982 En: Lewis y Elfman,
1982). Ademés en acuacullura tiene una gran imporfancia por sus buenos
rendimientos y por la facilidad de su cultivo (Witt, ef al, 1981).

Los resultados obtenidos a partir de su patrén de crecimiento en los cultivos
nos permite concluir que efectivamente CICIMAR 1 y 2 son cepas distintas,
aunque del mismo género, si bien en esle trabajo no se llegd a la determinacion
de especle en virtud det dificit acceso que se tlene para utifizar la microscopla
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electronica, asl como las dificutades que se tuvieron para caracterizar a las

fracciones lipidicas.

El objetivo principal del trabajo, fue el de determinar las curvas de
crecimiento en cultivos estéaticos de las cepas de Nannochloris sp. CICIMAR 1y 2,
y de esa forma conocer el tiempo 6ptimo de cosecha, dentro del periodo de
maximo rendimiento en cuanto a su composicidn qulmica, haciendo énfasis en la

composicién de la fraccién lipidica.

Es muy importante identificar los faclores que limitan el crecimiento y
desarrollo celular de una especie, en particular si el objetivo final es utilizarla en e!
sostén de cadenas tréficas, ya que estos factores son determinantes para obtener

buenos rendimientos en acuacultura (Renaud, el af 1994).

Es tipico de las algas en la naturaleza dar dos respuestas a los cambios de
los factores limitantes: en el rendimiento final o en |3 tasa de crecimiento. En este
trabajo se usaron sistemas de cultivo estaticos (discontinuos) donde el crecirnlento
y la productividad dependen del tamafio del inoculo, de la fase del cultivo y de la

relacidn entre los nutrientes N y P.

Segiin Richmond (1986), los requisilos para optimizar un cultivo, son:
conocer la concentracién adecuada de nufrientes, buscar una coordinacion entre
la tasa de crecimiento y la utilizacién de los nutrientes. Buscar la producclén
sostenida y la estandarizacién de la cosecha a intervalos periddicos con
reemplazamiento del medio de cultivo en forma continua o semicontinua.

Para poder culiivar y establecer altas densidades de microalgas en
cualquier sistema de cultivo es necesario aprovechar los factores fislcos
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esenciales en sus niveles optimos. Estos factores incluyen: luminacién, control
de temperatura, control del aire {para control de pH y provision de COp),
caracleristicas del recipiente de cuttivo,

Tomando en consideracidn todo lo anterior, la seleccidn de los medios de
cultiva se hizo con el siguiente criterio, el Ml CICIMAR era el medio utilizado en el
laboratorio rutinariamente y por lo tanto se querfa comparar su rendimiento con los
medios utilizados por ofros autotes como Guillard (1875) el mas cominmente
utilizado, el reportado por Fabregas (1985) y el de Nelleys (1988) que esta basado
en ferlifizantes; eslo permitia comparar entre si a los medios que utilizaban
reactives analiticas con otro medio més econbmico. Al analizar los resultados
obtenidos se observa que en los medios Ml y FA se obluvieron los mejores
resultados, sin ernbargo se considero que el medio FA es un medio de cultivo mas
caro que e Ml, ya que utiliza como regulador de pH Tris y cuando se requiere
preparar volimenes mayores a los utilizados en el experimento encarece ef medio
de cultivo. En el medio de cultivo Fi se obtuvieron buenos resultados y es un
medio de cultivo economico porque utifiza fertilizantes, sin embargo los resultados
en el garrafon no fueron satisfactorios porque presenté un cambio drastico de pH,
propiciando la muerte de los cultivos a los 10 dias, de esta forma no se pudo
hacer la comparacion entre todos los medios. De ahl que el medio Mi fue el que
se utllizd en la segunda fase del experimento.

Por otro lado al hacer el analisis de los resuitados se observa, en la
comparacion de los dos sistemas de cultivo, que el sistema del matraz fue mejor
que el del garrafén. La mayor eficiencia del matraz sobre el garrafén se explica
por la cantidad y calidad de luz recibida en el primer cultivo, que fue mejor,
posiblemente deblido a la transparencia y calidad del vidrio, asi como por laforma
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del recipiente. Oe ahl que en la sequnda parte del experimento el sistema

utilizado haya sido el matraz.

En el cultivo la radiacién es dificil de medir ya que conforme el cultivo crece,
la turbidez también se incrementa atenuando la radiacion recibida, Al mismo
tiempo la forma que tienen los sistemas de cultivo hace muy dificil medir el
promedio de la intensidad luminosa recibida denfro del cullivo, sin embargo las
réplicas demuestran que Ja atenuacién de la intensidad luminosa es similar en los
triplicados. De ahf que en el caso que nas ocupa, los cultivos estan
fotoadaptados, ya que fueron cultivados en el laboratorio de manera subsecuente

y par lo tanto mantuvieton un crecimiento equilibrado.

l.os resultados del analisis de varianza sefalan que el maximo rendimiento
de los cultivas, tanto en biomasa seca, como en nimero de células y de lipidos,
varia en funcion del tiempo, de la cepa y de la concentracién de nitratos. Estos
pardmelros permiten seleccionar el dla de cosecha de acuerdo al interés del
productor, ya que es factible combinarlos para obtener una mayor calidad del
producto a menor costo, ademas de acuerdo con fa lendencia actual es posible
obtener cultivos que satisfagan los requerimientos especlficos de los

consumidores,

£n relacién a los nutrientes es de gran imporfancia interpretar el papef que
juegan los diferentes elementos minerales y las condiciones de cultivo en el
desarrollo y la productividad del fitoplancton, ya que no existe una distincién clara

de su efecto, por ejemplo:
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El carbono inorganico disuello puede encontrarse en forma de CO2,
H2C03, HCO3- y CO3= y Ia proporcién de estas formas quimicas depende del pH
y fa salinidad del medio. Por arriba de pH 8 todo el carbono estd en forma de
carbonatos y ademas la concentracion relativa del C inorgénico detenmina el pH
(Richmond, 1986).

La fijacién fotosintética del CO2 produce un incremento en el pH del medio
de suspensién sin allerar la alcalinidad, por lo que los cambios en &l junto con el
valor inicial de alcalinidad por carbonato se pueden utilizar para controlar fos
cambios en la concentracién neta de carbén inorgdnico. En los experimentos
realizados, la variabilidad en el pH no fue significativa (de 8.3 a 9).

Es ampliamente reconocido que la tasa de crecimiento algal y el
rendimiento en biomasa, estdn determinados por la abundancia de un solo
nutrlente, y en consecuencia su suministro debe ser lo mas cercano al que
requieren las células en crecimiento, para evitar que el exceso en concentracion
alcance niveles txicos. Lo anterior fue corraborado por Rhee (1978) y Terry
1970, 1980 (En: Terry ef al, 1985), quienes utilizando diferentes concentraciones
de nitrégeno ylo fosfato, o de vitamina B12 y fosfato; definieron estas relaciones
como criticas, concluyendo que fas cuotas de ambos nutrientes deberan

aumentarse para incrementar la tasa de crecimiento,

Los requerimientos nutricionales de fosfatos (PO,)? varlan de especie a
especie, pero la mayorla de las algas presentan poca o mediana tolerancla a éste
i6n, elemento accesible como acido fosférico (H2PO4 -2). La absorcién del ion
fosfalo en general es dependiente de la luz, de la concentracién del i6n en el
medio, del pH y en algunas especies de algas de la presencia de Na*, K+ ¢
Mg+2.
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Algunos sinlomas de deficiencia de este elemenlo en algas son similares a
los del nitrégeno. Cuando el fésforo es limitante, la célula tiende a disminuir el
contenido de proteinas, de clorofila a, de RNA y de DNA, incrementandose los
carbohidratos (Mostert y Grobbelaar, 1987).

Por otro lado la produccion de biomasa algal estd basada en la maquinaria
folosintélica que convierte la energla luminosa en energla quimica almacenada,;
sin embargo en los ambientes acuéticos la fuz presenta gradientes caraclerlsticos
y en un cultivo se tiene que afrontar el problema de su atenuacion vertical,
relacionada con la profundidad y los cambios fotoadaplativos resultantes de la
capacidad de las algas unicelulares, para ajustar fisiologicamente el aparato
fotosintético a un campo fuminoso dado, optimizando en esta forma la capacidad
folosintética de la célula (Morris, 1981).

Las curvas de crecimiento de los cultivos presentan las 3 fases descritas
habitualmente: una fase de latencia (muy poco definida); una fase de crecimiento
acelerado (exponencial), que se ajcanza hasta el dla 9 en las cepas de
Nannochloris usadas y una fase estacionaria.

Por otro fado los resultados de los experimentos sefalan que hay efecto del
tiempo y de los medios utilizados en fa produccion tanto de biomasa seca como
de lipidos totales, pero no para el nimero de células, donde el tiempo no fue
significativo, solo lo fueron los medios y el sistema. Por fo anterior, la Cepa 2, en
la primera parte de los experimentos, produjo mayar blomasa en el dfa 21, asl
como la mayor canlidad de lipidos totales en el medio de cuitivo de FA a los 14
dias. Por otro lado Ia Cepa 1 tuvo un rendimiento mayor en lipidos el dfa 21 y en
el medio de cultivo Mi presentd una produccién sostenida de lipidos a fo largo de
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la curva de crecimienlo. En el medio de cultivo de FA las cepas alcanzaron el

ntmero de células mas alto.

En la primera fase del experimento es importante resaltar que al comparar
las interacciones entre la relacion que guardan los diferentes medios con los dias,
o con la materia seca o con la concentracién de lipidos, se encuentra que el

tiempo de incubacion para una mayor produccion esta entre los dias 19 al 21.

En la segunda fase del experimento, al comparar las interacciones, entre
las relaciones cepalconcentracion y cepaltiempo con peso seco, en la Cepa 1 fue
significativa la concentracién y en la Cepa 2 la relacion concentracion/dias. La
mayor produccion de peso seco se alcanza el dia 12 para la Cepa 1y el dia 19
para la Cepa 2.

En lo referente al nimero de células las interacciones significativas son:
cepaltiempo y concentracion/tiempo. Para la Cepa 1 fueron significativos los dias
y para la 2 la concentracién/dias.  El mayor ndmero de células se obtuvo en el
dia19, enlaCepatly deldia19al21la Cepa2.

En la produccion de lipidos totales resultaron significativas tanto las cepas
como los dias, enla Cepa 1 fueron significativos los dias y en la 2 no tuvieron
significancia, dando la impresion de que la concentracidn de lipidos no cambio a
lo largo de todo el experimento. La mayor produccion de lipidos totales en la
Cepa 1 se obtuvo el dia 19y en la 2 los dlas 7 y 10. Segtin Hodgson et al. (1991)
y Dunstan et al. {1993), aparentemente la cantidad de lipidos a lo largo del tiempo
de incubacién es la misma y lo Unico que varia son las proporciones entre sus
distintas clases. Seg(n Petkov ef al. (1994) al ulilizar en los medios de cultivo
varias fuentes nitrogenas, la relacion de los d&cidos grasos no cambia

significativamente.



En todos los experimentos realizados al comparar los resuitados, obtenidos
con la Cepa 2 el rendimiento fue mayor que los de la Cepa 1, esto se explica
como una respuesta fenotipica que ha dado las bases para modelar el crecimiento
de la poblacion algal, sin embargo un factor que puede limitar esta aproximacion
autoecologica es la variabilidad genética, lanto entre diferentes clonas de
organismos  morfolégicamente  indistinguibles, como  entre  especies
taxondomicamente diferentes. Se han encontrado diferencias significativas en las
tasas de crecimiento de diferentes clonas aisladas de la misma masa de agua, 1o
que permite sefalar una variabilidad en el crecimiento clonal, ya que las tasas de
crecimiento de diferentes poblaciones estan caraclerizadas por coeficientes de
variacion que van de 3 a 12 % bajo condiciones controladas (Brand, 1981 En:
Geider y Osborne, 1992).

Los incrementos en las variables presenlan una gran variacién en los
resultados, ya que a pesar de que el numero de células es allo no guarda una
proporcién con el incremento en peso seco, esto se puede deber a los cambios
en el volumen celular producidos por la limitacién de nulrientes o bien a un
aumento en Ia salinidad, en el trabajo [a salinidad no se midi6 sistematicamente,
pero si se manifestd un incremento de 35 a 37 ppm.,

Se cree que el estrés nutricional es uno de tos factores importantes que
influyen en |a liberacién extracelular de compuestos organicos (Wangetsky, 1978,
En: Parrish y Wangersky, 1987), de ah! que la accesibilidad de nutrientes tiene
una gran influencia en la composicion de varias microalgas. Spoher y Milner
(1949) fueron los primeros en demostrar que la deficiencia de nitrégeno inducia el
incremento del contenido de lipidos, de tal manera que el porcentaje total de [a
masa celular es debida a los lipidos.
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Al cultivar clonas microalgales bajo condiciones experimentales idénticas,
se puede examinar la variabilidad en las tasas de crecimiento especifico, en fas
tasas fotosintéticas o bien en la composicién bioguimica, y ya que pueden
alribuirse a una variacion genética, si se hacen tales comparaciones, se puede
explicar la mayorla de la variabilidad interespecifica entre microalgas (Banse,
1982 En: Geider y Osborne, 18982). Eftamafio celular es una fraccion significativa
de la variabilidad interespeclifica; como las tasas de los procesos metabélicos
dependen del tamartlo, de las tasas metabdlicas especificas disminuyan cuando
este aumenta. Esta dependencia alométrica en microalgas se hace evidente solo
cuando se comparan organismos con up intervalo amplio, sin embargo la
composicién bioguimica en conjunto muestra poca dependencia a el tamaito
(Chan, 1878, Hitchcock, 1882, Schlesinger ef al, 1981 En: Geider y Osborne,
1992).

Los incrementos para cada una de las variables son congruentes con et
tiempo de incubacion,

La cuola celular de lipldos, sus clases y su composicidn en dcidos grasos
acllados estdn correlacionadas con la tasa de division celular en cualquier punto
particular de la curva de crecimiento; al mismo tiempo fa distribucion de Ja fase de
division de las células microalgales en los cuitivos estalicos, puede tener un papel
fundamental en a determinacién de la composicion lipidica de los cultivos cuando
estos se consideran como un todo: por otro lado hay que recordar que las células
involucradas en una division rapida poseen una baja proporcidn de triglicéridos y
una proporeion alta de lipidos estructurales (Hodgson ef al. 1991).
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La misma variacién encontrada en la respuesta de ambas cepas a las
diferentes relaciones de Ios nulrientes N/P, expresada en la bioinasa, se encontrd
en la cantidad de lipidos totales determinados. Los analisis bifactoriales y
trifactoriales indican que no hay diferencias significativas en el comportamiento de
las cepas en cuanto a fa concentracidn, pero existe una diferencia significativa

entre ias cepas y el tiempo.
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8.0 CONCLUSIONES

1.- Las dos cepas aisladas en este trabajo, pertenecen al genero Nannochloris
spp

2.- El mdximo rendimiento de los cullivos esta relacionado con el tiempo, los
medios utilizados y la cepa, por lo tanto se pudo constatar que la cepa CICIMAR
1y 2 se comportan de forma distinta, de tal manera que la Cepa 2 tiene mejores
rendimientos que la Cepa 1.

3.- En la 1a fase del experimento en el medio de cultivo FA se obtuvieron
mejores rendimientos entre los dias 19y 21. No obstante se decidié emplear el
medio Ml CICIMAR porque a pesar de sostener rendimientos ligeramente
menores que el medio FA es significativamente mas scondmico.

4.- Al comparar los dos sistemas de cultivo los resultados indican que el matraz
es mejor que 8l garrafén.

5.- Enla2da fase dol expsrimento de los resultados obtenidos en las diferentes
condicionas de cullivo, se concluye que el dia de cosecha para la méxima
biomasa esta entre el dia 10y 14.
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ANEXO 1
Técnica de purificacldn celular, Stein, J.R. (1973).

La purificacién de las células microalgales se lleva a cabo de la siguiente
manera:

Se centrifugaron 20 ml del cultivo de microalgas, a 630 rpm por 10",

Se decantaron el sobrenadante con mucho cuidado, ya que las células no
estan perfectamente empacadas.

Se resuspendieron a las células en medio de cultivo estéril y fresco,
centrifugar.

Se repitieron los lavados por lo menos 5 veces.

Del paquete celular obtenido por el métado anterior, se tomé una asada
para hacer aislamiento en placa por estria cruzada, en medio de cultivo
solido.

Se transfieron a las células a medio de cultivo fresco, utilizando una pipeta
Pasteur estéril,

Se colocaron las placas bajo luz constante y a temperatura ambiente.

Se Inocularon los clones obtenldos anteriormente en tubos de ensaye, con
medio de cultivo liquido.

Cuando los tubos mostraron crecimlento, se verificd que no existiera
contaminacién por bacterias.
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ANEXO 2

Técnica para separacién de pigmentos. Lewin, R.A. (1989)
Centrifugar 20 mi de cullivo, por 10', abteniendo el paquete celular.
A partir de una muestra concentrada, ulilizar 0.1 m! del paquele celular y
calentar a 70 °C durante 1' (inactivando la carboxilasas).
Extraccidn, tratar con 10 ml de una mezcla de metanol-acetona 1:1,duran-
te 1 hrenfrioy en la obscuridad (afiada unos cristales de NapSQg).
Lavar los solventes polares y sales con § ml de hexano, seguido de 10 mi
de agua (este proceso se lleva a cabo con luz media).
Obtener la fraccién de pigmentos lipidicos (capa superior) y transferirlos a
un tubo limpio.
Aflada 10 mi de agua, removiendo el metanal y la acetona.
Extraer la capa de hexano con una pipeta y transferirla a un tubo limpio y
seco, con 100 a 200 mg de sulfato de sodio anhidro (repetir en otro tubo
limpio)
Decantar la solucién de hexano a uniubo de 50 mm de largo y secar con
nitrdgeno.
La separacion de clorofilas a y b se hace por medio de cromalografia de
capafina.
Resuspender el .xtracto de pigmentos en 0.02 mi de hexano.
Aplicar sobre una placa de TLC sifica gel de 200 y de grosor, unas gotas
del extracto.
Cuando la mancha sea de color verde obscuro, seque la placa al aire por
23\,
Preparar un frasco con tap6n de rosca con 5 ml de una mezcia de acetona-
hexano 1:4 y dejar hasta saturacion.
Colocar la placa dentro del frasco por §'y retirario cuando el frente del
solvente se encuentra cerca del extrenio,
Secar laplaca al aire y colocarla de nuevo en el frasco para separacion
posterior de los componentes con migracion lenta, durante 5'.
Sacar la placa y secaria al alre marcando la posicién de los pigmentos
respectivos.
Fotocopiar la placa para su registro permanente.

Se utilizan como estdndares de referencia hojas de *angiospermas 6 exiractos
del cultivo de Euglena o de Chlorella.
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ANEXO 3
Técnica para microscopla electrénica. Urefia, F. (1986) modificada.

Concentrar una alicudta del cultivo (2veces) en tubos de microcentrifuga
durante &',

Fijar en glutaraldehido al 3% en regulador de fosfatos, pH 7.2, por 30’ a
temperatura ambiente.

Lavar la muestra (2 veces) con regulador de fosfatos 0.1M; manteneren el
regulador de fosfato del 2° lavado en el refrigerador, durante toda la noche.

Ellminar el regulador de fosfato de la muestra, centrifugando ligeramente.

Tratar la muestra con osmio al 2% en regulador de fosfatos pH7.2 en
bafio de hlelo, por 2 hrs, dentro de la campana de extraccion.

Deshidratar con Acetona al 30% por 10'
" 50% por 10'
" 96% por 10'
" 100% por 10' (2 veces)

Tratar con éxido de propileno 1, 3, (2 veces), el liquido se extrae con aire
para no llevarse la muestra.

Se saca la muestra del tubo de microcentrifuga y se coloca en viales para
la preinclusién con la resina, girando lentamente las muestras dentro de los
viales, en un rotor por espaciode 1 hr. Utilice espatula de madera y con un
papel filtro retire sl exceso de éxido de propileno,

Inclusién se realiza con resina Epon 812+6xido de propileno 1:1, durante
24 hrs.

Preparar las cdpsulas con Epon 812 y colocar con mucho culdado parte de
ia muestra y centrifugar ligeramente.

Polimerizar por 48 hrs. a 80 °C

Obtener los cortes en el ultramicrotomo y montar éstos en rejillas de cobre.
En un portacbjetos excavado coloque gotitas de acetato de uranilo al 2%
en cada excavacién y coloque la rejilla de tal manera que @i reactivo toque

el corte durante 30', con mucho cuidado para no perder el corte. Cubrir
con  un portacbjetos normal.



14.-  lLavar con agua bidestilada, tomando la rejilla con las pinzas perfectamente
limpias.

15.- Preparar una caja de petri con un pedazo de papel parafilm y unas gotas
de citrato de plomo y unas cuantas lentejas de NaOH (para atrapar el
C0y).

16.- Colocar las rejillas con los cortes sobre las gotas del citralo de plomo, por
18

17.- Observar al microscropio y fotografiar.

Las resinas utilizadas en la técnica anterior fueron:
Nadic Methy! anyhidride, Epoxy hardener PM 178,19
Docecenylsuccinic anydride

Poly/Bed 812 como medio de imbibicién
Glutaraldehido al 70%

Peliculs Kodackrome il R.C.F. 3 M. y papel profesional



ANEXO 4

MEDIOS DE CULTIVO

Mt CICIMAR BETA
NaNO3 1100pM NaNQ3 883uM
NA2HPQO4 100pM NA2HPO4.H20 36.3uM
Nay$i03.9H20 160uM Na28i03.9H>0 54.10pM
MnCip.4H20 10uM MnCly.4H20 0.9uM
ZnClg 25M ZnS04.7H20 0.08pM
NagMo04.2H20 5pM NagMo04.2H20 0.03uM
CoClp.6H20 150nM CoCly.6H20 0.05uM
FeS04.7H0 20pM CuS04.5H;0 0.04pM
EDTA 80.6uM CgHgO7.HO 8.9uM
CIANOCOBALAMINA 119 FeCgHs07 80.1pM
BIOTINA g CIANOCOBALAMINA 1ug
TIAMINA 100pg BIOTINA 1ug
TIAMINA 10019
MEDIO FABREGAS (FA) MEDIO NELLYS (Fi)
NaNQj 2mM SULFATO DE AMONIO  0.2g/
NaHaPO4 100uM FOSFATO DIAMONICO  0.01 gl
ZnClp UM UREA 0.02 gn
MnCly UM SILICATO DE SODIO  0.142 g/l
NagMoOg4 1M
CoCla 0.1uM
CuSQy 0.1pM
FeCgHsQ7 20uM
Na.EDTA 26.4uM
Tris-HCI 15mM
CIANOCOBALAMINA 3ug
BIOTINA Sug

TIAMINA-HCI 35ug



Tabla 1. Método empleado para preparacion de la muestra del cultivo y la
determinacién de lipidos totales, protelnas y carbohidratos.
Centrifugar x ml de cultivo a 4000 rpm/10°

Lavar con H20 destilada, centrifugando,

Agregar 3 ml CHCL3:.CH30H (1:2)
(dejar en reposo 24 hrs.)

Centrifugar a 4000 rpm/5°

Decantar y lavar (x no.veces) con

CHCL3:CH30H
Pastilla sobrenadante

-Se seca con N2 -Agregar H20 destilada
-Agregar 1 mlH20 y -Centrifugar 4000/5
agitar vigorosamente separdndose 2 fases
-0.5mI muestra  0.5ml muestra -centrifugar
con 25 mtHCI2N con 2 Sml NaOH 2N + CHCI3 hasta

separar la fase

cloroférmica
-Tapary poner a ebullicién por - Concentrar

en el rolavapor

1 hr.
-pasar a viales y
secar con N2

-Neutralizar ambas muestras apH 7 - obtener el peso

-Medir el volumen final

-La muestra hidrolizada con NaOH
sirve para determinar
proteinas,

-La muestra hidrolizada con HCI
sirve para determinar
carbohidratos



Tabla 2. 1afase del experimento: lipidos (mg/l), peso seco (ing/l) y nimero de
céfufas, para Nannochloris sp. Cepa 1 cultivada en matraz..

MEDIOS DIAS REPLICA LIPIDOS | PESO SECO | No. CELULAS
mg/l mg/ 10*/ mi
Ml 7 a 40 273 31,35
MI 7 b 32 420 35,55
Ml 14 a 66 260 76,5
Ml 14 b 78 395 89,5
MI 21 a 112 525 98,5
Mi 21 b 132 655 127,75
Mi 28 a 180 595 123,6
Mi 28 b 214 840 162,4
BE 7 a 40 320 31,75
BE 7 b 176 366.6 23,6
BE 14 a 120 380 52,95
BE 14 b 48 250 37,35
BE 21 a 112 465 61
BE 21 b 72 350 49,75
BE 28 a 192 325 64
BE 28 b 104 285 55,6
FA 7 a 34 313.3 15,05
FA 7 b 35 255 20,3
FA 14 a 58 130 21,1
FA 14 b 62 170 30,325
FA 21 a 70 235 28,5
FA 21 b 100 365 85,5
1 FA 28 a 140 515 104,4
FA 28 b 260 1050 176
Fl 7 a 20 300 9,65
F 7 b 30 255 16,3
Fi 14 a 60 770 64,3
Fi 14 b 30 380 58,75
Fl 21 a 114 730 94,25
Fl 21 b 128 870 122,5
Fl 28 a 458 1445 1984,
Fl 28 b 256 1265 159,2




Tabla 3. 1a fase del experimento; cantidad de lipidos (mgll). peso seco (mgll) y
numero de células, para Nannochlonis sp. Cepa 1 cultivada en garrafon,

MEDIOS DIAS REPLICA LIPIDOS PESO No.
myll SECO CELULAS
mg /| 10 %/ml

Ml 7 a 180 15 8.00
Ml 7 b 26 25 10,08
Mi 14 a 22 100 14,65
Mt 14 b 26 90 9,20
Ml 21 a 264 220 20,85
Mi 21 b 80 140 13,47
Ml 28 a 262 125 44,85
Mi 28 b 49 105 17.80
BE 7 a 20 5 13,13
BE 7 b 14 5 10,28
BE 14 a 18 90 14,45
BE 14 b 20 95 21,70
BE 21 a 20 145 18,58
BE 29 b 24 150 22,53
BE 28 a 34 190 27,35
BE 28 b 92 140 29,90
FA 7 a 8 100 15,65
FA 7 b 14 50 6.55
FA 14 a 44 145 25,05
FA 14 b 18 85 6.25
FA 21 a 72 119 32,00
FA 21 b 42 140 17,15
FA 28 a 49 178 24,57
FA 28 b 62 163 15,00
i 7 a 18 % 15.88
Fl 7 b 16 115 29,25
Fi 14 a 40 160 31,13
Fi 14 b 140 118 22,95
Fi 21 a 62 230 53,85
Fi 21 b 52 140 23,00
Fi 28 8 80 215 43,40
Fl 28 b 114 190 47,40




Tabla 4. Resultados obtenidos de la 1a fase del experimento; lipidos (mg/), peso
seco (mg/l) y nimero de células, para Nannochlons sp. Cepa 2 cultivada

a nivel de matraz.

MEDIOS DIAS REPLICA | LIPIDOS PESO No.
mgl SECO CELULAS
mg/l 10%mi
M 7 a 44 175 9,36
M 7 b 28 150 7.15
Mi 14 a 88 485 19,35
M 14 b 76 685 20,25
Mi 21 a 338 555 11,25
M 21 b 228 860 23,00
BE 7 a 10 170 9,54
BE 7 b 7 160 6.67
BE 14 a 154 285 13,75
BE 14 b 68 185 7.05
BE 21 a 158 710 100,25
BE 21 b 50 405 30,50
FA 7 a 54 180 9,61
FA 7 b 126 215 11,89
FA 14 a 126 260 35,00
FA 14 b 472 300 29,00
FA 21 a 128 2670 72,30
FA 21 b 152 1000 136,75




Tabla 5. Resultadas obtenidos en la 1a fase del experimento, de lipidos (mgf),
peso seco (mgfl) y niimero de células, para Nannochloris sp, Cepa 2
culivada a nivel de garrafén,

MEDIOS DIAS | REPLICA | LIPIDOS | PESO SECO No. ]
mgfl mght CELULAS
108/mi
Mi 7 a 64 115 17.27
M 7 b 66 145 16,87
M 14 a 70 115 35,50
M 13 b 48 110 34.65
M 21 a 82 405 80,10
M 21 b 58 320 68,77
Ml 28 a 112 240 82,00
M 28 b 72 370 73,20
BE 7 a 26 335 .27
BE 7 b 38 260 960
BE 14 a 98 55 40,80
BE 14 b 282 35 19,35
BE 21 a 72 375 65,36
BE 21 b 56 320 44,00
BE 28 a 126 200 58,00
BE 28 b 82 70 44,00
FA 7 a 136 140 73.75
FA 7 b 34 65 16,65
FA 14 a 124 250 46,55
FA 14 b @6 190 16.92
FA 21 a 82 395 86,00
FA 21 b 58 245 40,80
FA 28 a 106 280 88.00
FA 28 b 74 135 42,80




Tabla 6. Resullados obtenidos en la 2a fase del experimento, de lipidos (mgh),
peso seco (mg/l) y niimero de células, para Nannochloris sp. Cepa 1
(concentraciones de 10y 5 mM de NaNQ3).

MEDIOS | DIAS | REPLICA | LIPIDOS [ PESO SECO| No. CELULAS
NaNO, mg/l mg/l 10%/ml
10mM 7 a 0.198 027 17,650
7 b 0.1 0.19 12,000
7 c 0.187 0.285 15,750
10mM 10 a 0.246 0.27 21,250
10 b 0.525 0.195 16,500
10 c 0.602 0.31 27,000
10mM 12 a 0.2805 0.28 43,200
12 b 0.176 0.41 23,800
12 c 0.2255 0.275 43,200
10mM 19 a 0.366 0.21 51,425
19 b 0.259 0.215 44,250
19 c 0.41 0.33 60,450
5mM 7 a 0.022 0.2 12,750
7 b 0.102 0.145 13,350
7 c 0.014 0.15 18,000
5mM 10 a 0.1 0.155 22,200
10 b 0.23 0.14 21,150
10 c 0.648 0.22 27,750
5mM 12 a 02 0.2 36,800
12 b 0.126 0.195 30,300
12 ¢ 4.51 0.14 35,850
5mM 19 a 0.2075 0.155 69,000
19 b 0.3325 0.065 48,300
19 c 0.6045 0.265 51,000




Tabla 6. Resultados oblenidos en la 2a fase del experimento, de lipidos (mgh),
peso seco (mg/l) y nomero de células, para Nannochloris sp. Cepa 1
{concentraciones de 1.5y 0.5mM de NaNOQ3).

MEDIOS DIAS REPLICA | LIPIDOS |PESO SECO| No. CELULAS
NaNO, mgi mgfl 10%ml
1.5mM 7 a 0.022 0.245 16,350

7 b 0 0 18,450
7 c 0.054 0.215 11,250
1.5mM 10 a 0.462 0.285 24,600
10 b 0.08 0.19 23,700
10 c 0.195 0.155 17,850
1.5mM 12 a 0.252 0.175 32,400
12 b 0.234 0.225 32,400
12 c 0.276 0.21 32,700
1.5mM 19 a 0.52 0.275 29,750
19 b 0.45 0.28 39,750
19 c 0.324 0.26 48,450
0.5mM 7 a 0.0525 0.19 15,000
7 b 0.12 0.185 16,650
7 c 0.225 0.17 15,450
0.5mM 10 ] 0.176 0.23 19,050
10 b 0.175 0.255 19,575
10 ¢ 0.14 0.215 21,600
0.5mM 12 a 0.144 0.29 34,350
12 b 0.08 0.815 34,050
12 c 0.24 0.19 39,750
0.5mM 19 a 0.486 0.32 30,600
19 b 0.492 0.285 37,500
19 c 04725 0.255 34,150




Tabla7. Resultados oblenidos en la 2a fase del experimento, de lipidos (mgh),
peso seco (mghl) y numero de células, para Nannochlons sp. Cepa2a
concentraclones de 0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNOg,, alos 7, 10, 12, 14, 19

y 21 dias de incubacion,

MEDIOS | DIAS | REPLICA| LIPIDOS | DIAS | REPLICA | PESQ SECO | No. CELULAS
NaNO, mgit mgh 10*fmi
110 7 a 0.3272 7 1/10a 0.27 42 825
7 b 0.4785 7 1/10b 0.31
7 c 0.32
2110 7 a 0.6 7 2/10a 0.235 27,450
7 b 2,314 7 2010b 0.25
7 ¢ 4,766
3110 7 a 1.1785 7 3/10a 0.345 32,625
7 b 0.4266 7 3110b 0.275
7 [ 1.5487
110 10 a 0.9333 10 1/10a 0.43 55,875
10 b 1.29 1/10b
10 [ 10 2/10a 0.395 49,185
2/10 10 a 06111 10 210b
10 b 0.715
10 [
310 10 a 1.47 10 3/10a 0.485 39,250
10 b 2.52 3/10b
10 [4
1710 12 8 0.07125 12 1/10a 0.775 69,912
12 b 0.625 1/10b
12 ¢
210 12 a 2.66 12 210a 0.375. 38,850
12 b 0.0571 2/10b
12 <
310 12 a 0 12 3/10a 0.355 56,350
12 b 0 3/10b
12 ¢
1110 14 8 0.7222 14 1108 0.52 80,000
14 b 1.8012 1/10b
14 [
2110 14 8 0.5685 14 2/110a 0.71 43,250
14 b 0.69 2110b
14 ¢
310 14 a 0.4 14 31108 0.56 64,000
14 b 0.087 14 3/110b 0.87
14 [




Tabla 7. Resultados obtenidos en la 2a fase del experimento, de lipidos (mgfl),
peso seco (mgfl) y nimero de células, para Nannochloris sp. Cepa 2 a
concentraciones de 0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNO3 , alos 7, 10, 12, 14, 19

y 21 dlas de incubacion.

MEDIOS | DIAS | REPLICA| LIPIDOS | DIAS | REPLICA| PESO SECO | No. CELULAS

NaNO, mg/l mg/| 10%ml

1710 19 a 4 19 1/10a 0.815 98,750
19 b 0.888 1/10b
19 c

2110 19 a 0.4155 19 2/10a 0.575 62,750
19 b 0.272 2/10b
19 c

3/10 19 a 0.73625 19 3/10a 0.635 55,000
19 b 1.05 3/10b
19 [

1110 21 a 0.585 21 1/10a 0.375 84,500
21 b 0.6171 1/10b 0.48
21 c

210 21 a 0.546 21 2/110a 0.67 60,500
21 b 1.1375 2/10b 0.63
21 c

310 21 a 0.7385 21 3/10a 0.565 63,750
21 b 0.225 3/10b 50.59
21 ¢

1/5 1 a 3.5118 7 1/5a 0.285 39,800
1 b 2.59 1/5b 0.31
7 ¢ 1.8175 N

2/5 7 a 0.4533 7 2/59 0.35 50,850
7 b 0.245 2/5b 0.36
7 c 0.7625

315 1 a 1.54 1 3/5a 0.38 37,350
7 b 0.4887 3/5b 0.355
7 ¢ 0.8414

115 10 a 4.866 10 1/5a 0.58 53,250
10 b 0.549 1/5b

. 10 [

2/5 10 a 0.055 10 2/5a 0.47 55,375
10 b 0.83 2/5b
10 c

3/5 10 a 0.765 10 3/5a 0.465 58,875
10 b 0.4781 3/5b
10 ¢




Tabla 7. Resultados obtenidos en la 2a fase del experimento, de lipidos (mafi),
peso seco (mgll) y niimero de células, para Nannochlonis sp. Cepa 2 a
concentraciones de 0.5, 1.5, 5 y 10 mM de NaNOg, alos 7, 10, 12, 14,19

y 21 dlas de incubacién.

MEDIOS [ DIAS | REPLICA | LIPIDOS | DIAS | REPLICA| PESO SECQ | No. CELULAS
NaNO, mgA mgh 10%ml
1/5 12 a 0188 | 12 | 1/5a 0.5 47,950
12 b 0.3315 1/5h
12 c
2/5 12 a 04333 | 12 | 25a 0.48 54,075
12 b 0.7 25h
12 c
3/5 12 a 0.736 | 12 | a5a 0.46 52,325
12 b 0.186 3/5b
12 ¢
1/5 14 a 0.7642 | 14 | 1/5a 0.475 60,750
14 b 04614 | 14 1/5b 0.82
14 c
2/5 14 a 36905 | 14 | 25 0.845 77,500
14 b 0.756 2/5b
14 c
35 14 a 04505 | 14 | 3/%a 0.715 65,000
14 b 0.4845 5
14 c
15 19 a 0675 | 18 | 1/% 0.905 78,500
19 b 0.8 1150
19 c
2/5 19 a 038 [ 19 [ 2/5a 1.02 68,750
19 b 0.42 2/5b
19 c N
35 19 a 1325 | 19 | 35a 0.035 81,600
19 b 0.3825 3/5b
19 c -
155 21 a 0.2071 | 21 1/58_ 0.69 87,000
21 b 0.8775 | 21 1/5b 0.47
21 c
2/5 21 ) 0548 | 21 | 2/5a 0.61 85,250
21 b 02383 | 21 | 255 0.665
— 21 c
35 21 a 038 | 21 | 3/5a 0.685 70,500
21 b 06587 | 21 | a5h 0.66
21 a




Tabla 7. Resultados obtenidos en |2 2a fase del experimento, de lipidos (mg/l),
peso seco (mgll) y numero de células, para Nannochionis sp. Cepa 2 a
concenlraciones de 0.5, 1.5, 5y 10 mM de NaNO3, alos 7, 10, 12, 14, 19

y 21 dias de incubacion,

MEDIOS | DIAS | REPLICA [ LIPIDOS | DIAS | REPLICA | PCSO SECO | No. GELULAS

NaNO, mgf mgfl 10%ml

1.5 7 a 0.3125 | 7 1/1.5a 0.365 51,475
7 b 0.4287 i71.5b 0.65
7 c 072

21.5 7 a 3.0655 | 7 21 53 0.33 30,300
7 b 2.55 7 2/1.5b 0.235

315 7 a 06644 | 7 21.5a 0.345 48,975
7 b 0.5006 | 7 311.5b 0.365

.5 10 a 0375 | 10 | 115a 0.445 43,625
10 b 0.3 11.5b
10 [4

215 10 a 45125 | 10 | 2/1.5a 0.505 33,625
10 b 1.05 2/1.5b

35 10 a 0333 | 10 | 3M.5a 0.37 42,625
10 b 0.51 3/1.5b

n5 12 a 0609 | 12 | 1/1.5a 0.655 70,000
12 b 0.5357 1/1.5b
12 c

1.5 12 a 0.1765 | 12 | 2/1.5a 0.505 42,700
12 b 0.111 211.5b

3.5 12 a 04085 | 12 | a1.5a 0.585 58,275
12 b 0.6375 3/1.5b

1.5 14 a 0344 | 14 | 1/1.5a 0.915 70,750
14 b 0.265 1/1.5b
14 c

215 14 a 0464 | 14 | 21.5a 0.935 46,250
14 b 0.226 2/1.5b

315 14 a 05075 | 14 | 3/1.58 73,500
14 b 0.546 31.5b

1.5 10 a 0.2138 | 10 | 1/1.6a 0.86 4,000
10 b 0.9262 111.5b
10 ¢

2.5 19 a 06 19 | 15a 0.735 70,750
10 b 0.805 21.5b

15 19 a 1475 | 10 | a/1.6a 0.765 0,000
19 b 1.316 31.5b




Tabla 7. Resultados obtenidos en la 2a fase del expurimento, de lipidos (mg),
peso seco (mgfl) y nimero de células, para Nannochlonis sp. Cepa 2 a
concentraciones de 0.5, 1.5, 5y 10 mMde NalO3, alos 7, 10, 12, 14, 19

'y 21 dlas de incubacion.

WEDIOS DIAS | REPLICA | LIPIDOS | DIAS | REPLICA | PESO SECO | No. CELULAS
NaNO, mgh mgfl 10%mi

1115 21 a 1.2321 21 111.5a 0.585 60,750
21 b 0.9142 21 1/1.5b 0.85
21 c

211.5 21 a 0.09 21 2/1.5a 0.53 69,500
21 b 0.5333 21 2/1.5b 5685

3.5 21 a 0.414 21 31.5a 1.015 89,500
21 b 0.12 21 3/1.5b 0.58

115 7 a 0.5166 7 1/.5a 0.52 49,875
7 ) 7 11.5b 0.3

2.5 7 a 0.325 7 2/.5a 0.465 83,700
7 b 0.4062 7 2/.5b 0.375

3.5 7 a 0.2812 7 3/.5a 0725 70,250
7 b 0.385 7 3/.5b 0.725

1.5 10 3 0.4681 10 1/.5a 0.455 50,000
10 b 1.6916 10 11.5b

21.5 10 a 0.2216 10 2.5a 0.56 55,000
10 b 0.4 10 21.5b

3.5 10 a 0.44 10 3/.5a 0.425 49,000
10 b 2.8766 10 3/.5b

1.5 12 a 0.205 12 1/.§l 0.38 33,250
12 b 0.2587 12 11.5b

2.5 12 a 0.2666 12 2,52 0.75 50,925
12 b 0.2044 12 2/.5h

315 12 8 0.2555 12 363 0.77 44,075
12 b 0.3142 12 3/.5b

1.5 14 a8 03118 14 1I.§31 0.38 35,600
14 b 0.3542 14 11.5b

2.5 14 2 0.555 14 2/.5a 0.7% 52,500
14 b 0.3 255

315 14 a 0.385 14 3/.5a 0.77 47,750
14 b 0.84 3/.6b

1.5 19 a 0,385 19 1/.5a
19 b 1.2 11.5h 0.855 46,250

2.5 19 8 0.5357 19 2/.5a 65,750
19 b 0.9428 21.5b

35 19 a 0.112 19 3/.5a 0.85 49,000
19 b 0.585 3/.6b

115 21 a 0.2528 21 1/.5a 0.425 34,250
21 b 0.3142 1/.5b 0.305

2.5 21 a 0.3312 21 2/.5a 0.385 47,500
21 b 0.4714 2/.5b 0.375

3.5 21 a 0.8571 21 3l.§_a 0.21 52,500
21 b 0.8 31.5b 042




Tabla 8. Resultados del andlisis de varianza para la oblencion de Peso seco del
Ln (mgll). Dos cepas de Nannochlons sp., dos sistemas (matiaz y
garrafén), y en los Medios (MI, BETA y FA) durante 7, 14 y 21 dlas de
incubacion. (1a fase del experimento).

Fuente |SumCuad gl CM F P
Cepas(A) | 5.8355 1 5.8356268)8.9384416
Sist.(B) 245816 1 24581628 |37.652377
Medios(C) | 1.2489 2 0.6244448)0.9564797
Dias(D) | 17.2970 2 8.6485052| 13.24716
SCAXB 3.0732 1 3.073173714.7072672] 0.05
SCAXC 0.0697 2 0.034827710.0533466( ns
SCAXD 1.4421 2 0.721069911.10448321 ns
SCBXC 0.8715 2 0.435764510.6674729] ns
SCBXD 0.8460 2 0.423017210.6479474 ns
SCCXD 0.5369 4 0.134227 ]0.2055994 ns
SCAXBXC | 2.1252 2 1.0625877 [1.6275957 ns
SCAXBXD | 7.9929 2 3.9964513(6.1214777{ 0.01
SCAXCXD | 5.20°0 4 1.3014998(1.9935441 ns
SCBXCXD | 1.7966 4 0.449158410.6879887] ns
AXBXCXD | 2.8337 4 0.7084352 11.0851303; ns
Denlro 23.5029 38 0.6528573
Total 71




Tabla 9. Resultados del andlisis de varianza para PPeso Seco con las Cepas 1y 2
de Nannochloris sp. a las concentracicnes de 0.5, 1.5, 5y 10 mM de
NaNO3, durante 7, 10, 12,14, 19y 21 dlas de incubacitn (2da fase del

experimento)
Fuente SC gl CM F P
Cepa(A) [17.124722 1 17.124722(240.03875
Conc.(B) |0.9905565] 3 0.3301855]4.6282395
Dias(C) [2.7918058] 3 0.9306319] 13.04475
AXB [1.3535077 3 0.4511692(6.3240794] <0.001
AXC 15822832 3 [0.5274311(7.3930478] <0,0005
BXC 10.3352204] 9 |0.0372467/0.5220904] ns
AXBXC|08847475 9 0.098305311.3779538] ns
Dentro |4.5658554| 64 0.0713415
Total 95

Tabla 10. Resultados del analisis de varianza para Peso Seco, en la Cepa 1

Fuente SC gl CM F P
A(conc) | 1.8367431 3 0.6122477 18.3024503| <.0025
B(dias) {0.3249153 3 0.1083051]1.1148878] ns
AXB }0.8202823 9 0.0911425]0.8382165| ns
Dentro |3.1086205| 32 0.0971444
Total 47

Tabla 11. Resultados del andlisis de varianza para Peso Seco, con la Cepa 2.

Fuente SC gl CM F P
A(conc) |0,145207 1 3 |0.4356213] 3.251581
B(dias) {1.0084528| 5 5.042264 | 22.58200
AXB 0.0052479] 15 |1.4287178}2,132858 | <.05
Dentro |0.0446574] 48 |2.1435538
Total 71 18.0501569|




Tabla 12. Resultados del analisis de varianza, pata el Nimero de células Ln
(cel/ml), en la 13 fase del experimento.

Fuente SC o] CcM F P
Cepas(A) | 0.033765 1 0.033765 | 0.103945
Sist.(B) ]1.8399951 1 1.8309051] 5.664381
Medios{C) 10.2911516 2 0.1455758) 0.448152
Dlas(D) ]16.658242 2 8.3291211] 25.641
SCAXB | 10.46283 1 10.4628332.20957{ 0.001
SCAXC ]2.1221705 2 1.0610853) 3.266526] <0.1
SCAXD {1.4713405 2 0.7356702] 2.264743 ns
SCBXC 10.0140069 2 0.0070034] 0.02156 ns
SCBXD 10.0886987 2 0.0493484] 0.151921 ns
SCCXD  }0.6066514 4 0.1516620) 0.46689 ns
SCAXBXC ]3.5951365 2 1.7975682] 5.533771] 0.01
SCAXBXD [0.0707435 2 0.0353718] 0.108891 ns
SCAXCXD [0.9684784 4 0.2421196] 0,745359{ ns
SCBXCXD [ 1.115062 4 0.278763 | 0.858185 ns
AXBXCXD {1.2136196 4 0.3034048 0.934025 ns
Dentro  [11.684008] 36 0.324836
Total 71




Tabla 13. Resultados de! andlisis de varianza, para el ntimero de células de las
Cepa 1y 2, enla 2da fase del experimento,

Fuente sC gl CM F P
Cepa(A) 111.056905 1 11.056905}297.32421
Conc.(B8) |0.1256025 3 0.0418675[1.1258326
Dlas(C) [7.5281725 3 2.5003808167.478433
AXB |0.0925141 3 0.030838 |0.8292455] ns
AXC 19930842 3 0.6643614) 17.86492 | <<0.001
BXC {1.0067183] 8 0.1218577(3.2767979| <<0.001
AXBXC|0.5711208] @ 0.0634580(1.7064318] ns
Dentro |2.3800347] 64 0.037188
Total 95

Tabla 14. Resultados del andlisis bifactorial para el nimero de células de la Cepa
1, en la 2da fase del experimento,

Fuente SC gl CM F P
Alconc) |0.1476651 3 0.0492184 | 1.4918886 ns
B(dlas) |8.2869544 3 2.7623181]83.730323(<<0.0005
AXB [0.4144088f 9 0.0460454(1.3857104| ns
Dentro |1.0557009] 32 0.0328907

Total A7

Tabia 15, Resultados del andlisis bifactorial para el nimero de células de la Cepa
2, en Ja 2da fase del experimento.

Fuente SC g! CM F P
Afconc) | 0.1660816| 3 | 0.4982445 | 3.5278809
B(dias) | 0.3460776 | & |1.7453878 | 7.4150569

AXB ] 0.1385333 | 15 |2.04789862.8002227) <0.005
Dentro | 0.0470768 | 48 [2.2506885

Total 71 165513207




Tabla 168, Resultados del analisis de varianza para la obtencion de lipidos totales
del Ln (mg/l), en la primera parle del experimento.

Fuente SC gl CM F P
Cepas(A) | 5.131263 1 5.131263 | 13.70121

Sist.(B) 4.777059 1 4,777059 12.7554
Medios(C) | 2.434181 2 1.217090 | 3.249808

Dias(D) 10.26731 2 5.133659 | 13.70761

SCAXB 1.282821 1 1.282821 | 3.425319) <0.1

SCAXC 3.13617 2 1.56808 | 4.187022 | 0.025

SCAXD 3.179042 2 1.569521 | 4.244252 | 0.025

SCBXC 1.031248 2 0.515624 | 1.376791 ns

SCBXD 1.847829 2 0.92391 | 2466986 | <0.1

SCCXD 3.650588 4 0.912647 | 2.436900| <0.1
SCAXBXC | 4.616337 2 23081681 6.163144 { 0.01
SCAXBXD | 1.840129 2 0.920064 | 2456706 | =0.1
SCAXCXD | 3.354748 4 0.838687 | 2239416} <0.1
SCBXCXD | 1.433538 4 0.358384 | 0.956938| ns
AXBXCXD | 1.395044 4 0.348761 093124} ns

Dentro 13.48241 36 | 0374511

Total 71




Tabla 17. Resultados del andlisis de varianza, en la oblencidn de lipidos totales
en las Cepa 1y 2, enla 2da fase del experimento.

Fuente sC gl CM F P
Cepa(A) | 33.27404 1 33.27404 |55.346612
Conc.(B) | 3.6915377 3 1.230512612.0467819
Dias(C) | 9.6464718 3 3.2154906] 5.3485093
AXB |0.7669696 3 0.25565650.4252481 ns
AXC | 15438598 3 5.1461993(8.5599673( <0.0005
BXC |34337086 9 0.3615232] 0.6346093 ns
AXBXC| 7521515 9 0.83572391.3901073 ns
Dentro | 38.476403 64 0.6011938
Total 95

Tabla 18. Resullados del anélisis bifactorial para lIpidos de la Cepa 1, en la 2da
fase del experimento.

Fuente SC gl CM F P
A(conc) | 1.5279145 3 0.5093048|0.9898125| ns
B(dlas) [21.322332 3 7.107444 113.813019] <<.0005
AXB [85776687 ] 0.9530743|1.8522588! ns
Dentro | 16.465496| 32 |0.5145468
Total 47

Tabla 19. Resultados del andlisis bifactorial para lipidos de la Cepa 2, enla 2da
fase del experimento.

Fuente SC gl CM F P
A(conc) | 1.0215135 3 3.0645404{ 1.8220589 ns
B(dlas) [0.8414167 5 4.7070836] 1.6800208 ns
AXB ]0.2470321 15  13.7054819] 0.4408453 ns
Dentro {0,5603601| 48 |26.897285
Total 71 38.374391
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