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RESUMEN

Se estudid el crecimiento de dos cepas de la microalga Dunaliella salina mantenidas
en el laboratorio a fin de evaluar el efecto de dos tipos de intensidades luminosas
sobre los parametros de crecimiento. Los cultivos se realizaron en viales de 500 ml
con agua de mar a 270 %o, una concentracion de nutrientes de 4 mM, pH entre 7 y
7,5 y un fotoperiodo de 12:12. Los resultados indican que las mayores densidades y
tasas de crecimiento se alcanzaron en ambas cepas a 10000 lux, sin embargo la cepa
Boca Chica mostrd un crecimiento mayor que la cepa Coche en ambas intensidades
luminosas. Las maximas densidades celulares para Boca Chica y Coche fueron
8,06x10° y 9,76x10° cel/ml respectivamente obtenidas a 10000 lux, en comparacion
con las de 2,53 x10%y 3,10x10° alcanzadas a 20000 lux respectivamente. Las cepas
analizadas mostraron diferencias significativas (P<0.05) en los parametros de
crecimiento (K y TD) a una misma intensidad de luz. Todas las curvas de
crecimiento presentaron su mayor ajuste con un modelo logistico polinomial.
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ABSTRACT

The growth of two strains (Coche and Boca Chica) of the microalgae Dunaliella
salina was studied in laboratory with the aim of to evaluate the effect of two types of
light intensity (10000 and 20000 lux) over growth parameters. The cultures were
performed in bottles in water with 270 units of salinity, concentration of nutrients of
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4 mM, pH between 7 and 7,5, and a light cycle of 12:12. Result indicated that higher
densities and growth rates were obtained in both strains to 10000 lux, however the
strain Boca Chica showed an increment higher than the strain Coche in both light
intensities. The maximum cellular densities for Boca Chica and Coche were 8,06x10°
and 9,76x10° cel/ml respectively. The analyzed strains showed significant
differences (P<0,05) in the population parameters (K and TD) in a same light
intensity. All the curves of growth presented its better adjusted with a polynomial
logistical pattern.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos microscOpicos que poseen una
maquinaria fotosintética capaz de convertir la energia solar en biomasa
con una eficiencia de 2 a 5 veces mayor que las plantas superiores
(Thomas et al., 1984). Estos microorganismos presentan unas tasas
altas de produccion, adaptabilidad a distintas condiciones ambientales
y se encuentran presentes en cualquier medio acuatico donde exista
una fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con los
margenes apropiados de temperatura (Shelef & Soeder, 1980). Estas
caracteristicas son la base fundamental para producir cultivos masivos
de distintos tipos de microalgas con el fin de ser utilizadas como
alimentos de organismos acudticos, particularmente durante los
primeros estadios larvales de peces y moluscos.

La microalga Dunaliella salina (Teodorescu, 1905) pertenece al orden
Dunaliellales, clase Chlorophyceae, de la cual se conocen alrededor de
19 especies con diferentes variedades y formas. Siendo algas verdes
(Cloroficeas) unicelulares y biflageladas, se encuentran entre las mas
estudiadas por interés para los cultivos masivos. La especie se
encuentra en la naturaleza tanto en aguas dulces como en hipersalinas
(Suarez et al., 2000). D. salina es un alga fotosintética que convierte
el diéxido de carbono de la atmdsfera en energia y material celular
debido a la clorofila de la célula, pigmento que esta enmascarado por
la coloraciéon anaranjada del betacaroteno presente (Borowitzka &
Borowitzka, 1988).
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En los cultivos de microalgas, el efecto de la luz y la temperatura o la
interaccion de ambos juegan un papel fundamental sobre la capacidad
fotosintética, los parametros de crecimiento y la densidad celular,
debido a que las reacciones que en cada una de ellas ocurren estan
reguladas por enzimas (Richmond, 1986). En especial la intensidad
luminosa es importante porque influye sobre el esquema de sintesis
macromolecular (Mortain-Bertrand et al., 1987) y por ende en el
metabolismo celular del cual depende la tasa de fijacion de carbono.

En Venezuela existen algunos trabajos realizados con microalgas del
género Dunaliella, en los cuales se ha caracterizado la capacidad
carotenogénica de diferentes cepas de Dunaliella salina aisladas de las
costas Venezolanas (Yépez, 1992; Morales, 1995; Leal, 1996; Marin et al.,
1998; Lemus, 2000). También Yépez & Morales (1998) estudiaron el
comportamiento de Dunaliella viridis, aisladas de las salinas del estado
Falcon, en funcion de la concentracion de nutrientes, a distintas
salinidades; sin embargo, son pocos los trabajos donde se haya
evaluado el comportamiento de cepas autdctonas, ante factores como
luminosidad y temperatura con miras a ser utilizadas como alimentos
en la acuicultura tropical.

Debido a que son escasos los trabajos con especies de microalgas
tropicales, el objetivo fundamental de este trabajo es evaluar el efecto
de la intensidad luminosa sobre dos cepas de D. salina en condiciones
de laboratorio

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Acuicultura,
extension Plancton, del Instituto Oceanografico de Venezuela,
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, Cumana estado Sucre.

Se utilizaron cultivos unialgales de dos cepas de la microalga
Dunaliella salina, aisladas de las salinas de la isla de Coche y de Boca
Chica en la isla de Margarita (estado Nueva Esparta); ambas forman
parte del cepario de microalgas del mencionado laboratorio. Se evalu6
el efecto de la intensidad de luz (10000 y 20000 lux), respectivamente
medidos con un luximetro sobre los tratamientos, para ello se coloco
un indculo de 8000 cel/ml de las cepas por separado, en viales que
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contenian 500 ml de agua de mar estéril filtrada con filtro Whatman
GF/C (0.40 um) y neutralizada con hipoclorito de sodio 5 % a razén de
0,25 ml/l, posteriormente el hipoclorito se neutralizo con 0,1 ml de
tiosulfato de sodio a una concentracion salina de 270 %o sometidos a un
ciclo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, los cuales contenian un medio
de cultivo algal con 4 ml/l de NaNOs y un pH entre 7 y 7.5 (Fabregas
et al., 1984); la temperatura durante el ensayo fue de 25 °C y el
fotoperiodo de 12:12 horas. El ensayo se realizo por triplicado en
ambiente exterior (condiciones ambientales imperantes).

El nimero de células iniciales fue obtenido a partir del indculo de 8000
células/ml, procedentes de cultivos en fase de crecimiento exponencial
y con previa adaptacion para evaluar el crecimiento. Diariamente se
realizaba agitacion manual a los cultivos y cada 5 dias se hacia el
conteo respectivo de células en un hematocitometro de Neubauer de
0.1 mm de profundidad, previa inmovilizaciéon con formalina al 1 %.

El ensayo se realiz6 en un tiempo estimado de 30 dias continuos y con
los datos obtenidos se construyeron curvas de crecimiento. Los
parametros de crecimiento en los cultivos se obtuvieron utilizando el
modelo logistico y las tasas instantaneas (K) entre conteos, utilizando
la expresion K= log;o X;-logio Xo/0.301(t;—tp); donde X; y X, son las
cuentas al comienzo y al final del intervalo; y el tiempo de duplicacion
(TD) por la expresion TD = 1/K.

Los datos obtenidos de las tasas instantineas (K) y el tiempo de
duplicacion (TD) para cada sepa a una misma intensidad de luz, se
analizaron mediante un ANOVA de una via. Finalmente las
densidades celulares promedio de cada cultivo se ajustaron a diferentes
modelos logisticos de regresion (lineal, exponencial y polinomial) para
obtener la curva de mejor correlacion (Sokal & Rohlf, 1979).

RESULTADOS

Todas las dos cepas de Dunaliella salina mostraron un crecimiento
paulatino tipico del modelo logistico durante los dias del cultivo; sin
embargo es notorio observar que las cepas de Boca Chica a ambas
intensidades luminosas alcanzaron mayores crecimientos que las de
Coche (Figs. 1 y 2). No obstante el bioensayo demostré que ambas
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cepas mostraron un mayor crecimiento a 10000 lux que cuando
crecieron a 20000 lux y ninguna present6 fase de latencia en los
bioensayos (Figs. 1 y 2). La maxima concentracion celular se obtuvo
en la cepa Boca Chica a 10000 lux (8,14x10° cel/ml) y la minima en la
cepa Coche a 20000 lux (3,1x10° cel/ml) (Cuadros 1 y 2). La maxima
tasa de crecimiento algal se observo en la cepa Boca Chica en los
primero 5 dias de cultivo (Fig. 1).
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Fig. 1. Crecimiento de dos cepas de la microalga Dunaliella salina mantenida

a una intensidad luminosa de 10000 lux en condiciones de laboratorio.
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Fig. 2. Crecimiento de dos cepas de la microalga Dunaliella salina mantenida

a una intensidad luminosa de 20000 lux en condiciones de laboratorio.
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Cuadro 1. Parametros de crecimiento de las cepas de Dunaliella salina
sometidas a una intensidad luminosa de 10000 lux y cultivadas en el
laboratorio. D.C., densidad celular maxima; K, tasa de crecimiento; T.D.,
tiempo de duplicacion; r, tasa instantanea de crecimiento.

Parametros de crecimiento Boca Chica Coche

D. C. ( x10 cel/ml) 8.14 x 10° 9.76 x 10°
K (div/dia) 0.33+0.04 0.23 £0.05
T. D. (dia) 3.03 4.34

r 0.32 0.29
Duracion fase latencia (dias) 0 0
Duracion fase exponencial (dias) 5 5
Duracion fase lineal (dias) 20 20
Duracion fase estacionaria (dias) 5 5

Se determinaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
entre las constantes de crecimiento (K y TD) de las dos cepas
cultivadas en condiciones de laboratorio a una misma intensidad de
luz, con valores de 0,33 div/dia para 10000 lux y de 0,28 div/dia para
20000 lux (Fig. 2).

Enel Cuadro 1 se indican los resultados obtenidos en los parametros
de crecimiento asociados al modelo logistico en cada cultivo para las
dos cepas a una intensidad luminosa de 10000 lux, donde se observa
que la mayor tasa de crecimiento K y el mayor tiempo de duplicacion
(TD) lo present6 la cepa Boca Chica con valores de 0,33 div/dia y 3,03
dia respectivamente, mientras que la cepa Coche mostré un valor mas
bajo en la tasa de crecimiento (0,28 div/dia), lo que indica que
necesita mas tiempo para duplicar su poblacion. Las mismas
consideraciones se observan en ambas cepas sometidas a una
intensidad de 20000 lux, en el cual la cepa Boca Chica, presentd
indices de crecimiento mas altos y menor tiempo de duplicacion
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Parametros de crecimientos de las cepas de Dunaliella
salina sometidas a una intensidad luminosa de 20000 lux y cultivadas
en el laboratorio. D.C., densidad celular méxima; K, tasa de
crecimiento; T.D., tiempo de duplicacion; r, tasa instantanea de
crecimiento.

Parametros de crecimiento Boca Chica Coche
D. C. (x10 cel/ml) 2.53x10° 3.10x10°
K (div/dia) 0.28 0.18
T. D. (dia) 3.57 5.55
r 0.29 0.25
Duracion fase latencia (dias) 0 0
Duracion fase exponencial (dias) 5 10
Duracion fase lineal (dias) 25 15
Duracién fase estacionaria (dias) 5 5

El ajuste de los datos de crecimiento de cada cultivo a modelos de
regresion mostré que la mayor correlacion se obtuvo con un modelo
logistico polinomial del tipo Y= ax®> + bx + c, en los cuales se
obtuvieron coeficientes de determinacion superiores a 0,97 (Cuadro3).

Cuadro 3. Ecuaciones logisticas polinomiales de mejor ajuste
obtenidas para los cultivos de dos cepas de Dunaliella salina
sometidas a dos intensidades luminosas. NC, namero de las
células/ml; t, tiempo en dias.

CEPAS

Intensidad COCHE Correlacidon

10000 lux NC=1019,8t* + 4769t — 10889 *=0,973

20000 lux NC= 269,05t*+ 2650t — 6095,2 ’=0,973
BOCA CHICA

10000 lux NC= 8658,7t>+ 23710t — 9539,9 *=0,973

20000 lux NC=3507t> + 24862t — 51566 = 0,994
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en los bioensayos de cepas de D. salina
cultivadas a diferentes intensidades de luz indican claramente el efecto
de este pardmetro sobre el crecimiento de la microalga. El mayor
incremento poblacional observado en la cepa de Boca Chica a ambas
intensidades de luz indicaria que la cepa de Coche es mas susceptible
al estrés producido por la intensidad luminosa a la alta salinidad del
medio (270 %o) o también que la cepa Boca Chica responde con mayor
facilidad a las condiciones adversas del medio. En microalgas se ha
demostrado que el incremento de la densidad celular esta en funcion de
la intensidad luminosa hasta un nivel determinado (Kaplan et al., 1986;
Richmond, 1986).

Los resultados de esta investigacion difieren ligeramente de los
reportados por Suarez et al., (2002) quienes utilizando un indculo de
8000 cel/ml alcanzaron con 80000 lux una densidad maxima de
5,10x10° cel/ml a los 15 dias, disminuyendo a 3,5x10° a los 20 dias; y
determinaron un crecimiento celular irregular mayor para la especie a
intensidades de luz entre 80000 y 200000 lux; y sefialan que variando
el tamafio de indculo de siembra, se establece una dependencia de la
velocidad de crecimiento con el numero inicial de células de cada
experimento.

Estos tultimos investigadores utilizaron indculos que oscilaron entre
2x10° y 3,24x10° cel/ml, algunos con valores muy superiores a los
utilizados en el presente trabajo (8000 cel/ml), ademas realizaron los
experimentos en lagunas al aire libre. El tamafio del inoculo es un
factor importante en el crecimiento celular de cultivos, ya que
pequefios indculos no permiten una mayor disposicion de las células a
las radiaciones solares, provocando la fotoinhibicion celular, ademas
de la fotodestruccion de la clorofila y los carotenoides (Ridley, 1982;
Powles, 1984); por el contrario indculos mas grandes, permiten un
mayor resguardo de las células a las altas irradiaciones y mayor tasa de
supervivencia.

En el experimento realizado, la temperatura se mantuvo constante, por
lo tanto la intensidad de luz fue para cada cultivo el pardmetro mas
importante ya que influye sobre el esquema de sintesis
macromolecular (Mortain-Bertrand et al., 1987) y el metabolismo
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celular, del cual depende la tasa de fijacion de carbono. Cada especie
0 cepa tiene una tasa de fijacion de carbono especifica que varia segiin
la disponibilidad de luz y los nutrientes, aunque la interaccion de la luz
y la temperatura tienen un papel importante en la capacidad
fotosintética, densidad celular y sintesis macromolecular, porque las
reacciones que ocurren en ellas estan catalizadas por enzimas (Lips &
Avisar, 1986)

En especies del género Dunaliella se ha investigado el efecto de la
intensidad luminosa con rangos entre 1 y 22 Klux sobre el crecimiento
en cultivos, determinandose que las bajas concentraciones de CO;
puede ser el factor mas limitante en el crecimiento celular a altas
intensidades de luz. (Wegmann, 1971; Loeblich, 1982). Otro factor
como el pH, aparentemente afecta menos al crecimiento, ya que las
especies de Dunaliella toleran un amplio rango de pH.

Las bajas tasas de crecimiento observadas en la cepa Coche, puede
también ser consecuencia del mayor volumen celular de esta cepa, en
comparacion con la de Boca Chica, ya que el volumen celular es
inversamente proporcional al nimero de divisiones diarias y por lo
tanto necesitarian mayor espacio y disponibilidad de nutrientes que las
haria entrar en competencia entre ellas.

Los ajustes de los datos de los cultivos de ambas cepas a una curva de
crecimiento mostraron que las mejores correlaciones se lograron con
regresiones polinomiales en todos los casos. Estos modelos son de uso
corriente en cultivos de microalgas cuando se relacionan algunos
parametros bioquimicos como el aumento del B-caroteno en relacién al
nivel de proteina (Suarez et al., 2002), aunque se han propuesto
diferentes modelos logisticos para ajustar las curvas de crecimiento,
(Moulton, 1988)

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la cepa de Dunaliella salina de Boca Chica
sometida a ambas intensidades luminosas presentdé mayor tasa de
crecimiento que la cepa de Coche. En ambas cepas la mayor
correlacién entre el crecimiento celular en relacion al tiempo se
obtuvieron con un modelo logistico polinomial.
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