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EFECTO DE LA INTENSIDAD LUMfNICA, TEMPERATURA Y SALINIDAD
SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA MICROALGA
Isochrysis galbana (CLON T-ISO)

EFFECT OF LIGHT INTENSITY, TEMPERATURE AND SALINITY ON THE
GROWTH OF Isochrysis galbana (T-ISO)

Luz Adriana Velasco, Judith Barros-Gomez, Gloria Helena Ospina-Salazar y Carlos Alberto Trujillo
RESUMEN

Con el fin de comprender el efecto de la intensidad luminica, la temperatura y la salinidad sobre el crecimiento
en densidad de la microalga Isochrysis galbana (T-ISO), se llevd a cabo un experimento factorial 2x2x2 en
condiciones de laboratorio. El crecimiento microalgal fue mayor en los tratamientos de alta intensidad luminica
(1024 lux) en comparacién con los de baja iluminacién (24 lux). La temperatura provoco efectos diferentes
dependiendo la intensidad luminica del cultivo. En los cultivos con iluminacion alta, mayores crecimientos
fueron obtenidos a alta temperatura (28°C), pero en condiciones de baja intensidad luminica, los mayores
valores se presentaron a baja temperatura (22°C). Las salinidades entre 27 y 35 no presentaron efecto alguno
sobre el crecimiento algal.
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ABSTRACT

In order to understand the effect of light intensity, temperature and salinity on the growth in density of the
microalgae Isochrysis galbana (T-ISO), a factorial experiment 2x2x2 was done under laboratory conditions.
Microalgal growth was higher at high illumination (1024 lux) than at low one (24 lux). Temperature caused
different effects depending on the light intensity supplied. In cultures with high illumination, bigger growth was
obtained at high temperature (28°C), but in conditions of low light intensity, higher growth was presented at
low temperature (22°C). Salinities between 27 and 35 did not show any effect on the growth of the microalgae.
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Isochrysis galbana (clon T-ISO) es una microalga de la
Clase Haptophyceae, posee células pardo amarillentas
ovoides de didmetros entre 3 y 6 um, provistas de dos
flagelos mdviles. Se caracteriza por ser una especie con
altos valores de crecimiento y contenido de proteinas
(26 - 47,2 %) y lipidos (Whyte, 1987; Bourne et al.,
1989; Ferndndez-Reiriz et al., 1989), especialmente del
dcido graso docosahexanoico (DHA) (Volkman et al.,
1989; Lourengo et al., 2002; Renaud et al., 2002; Pernet
et al., 2003). Su contenido de carbohidratos y lipidos se
incrementa con el desarrollo del cultivo, mientras que
la proteina se incrementa Unicamente en las tultimas
fases y los dcidos grasos poli-insaturados alcanzan sus
valores mds altos en la fase estacionaria tardia (Fidalgo
et al., 1998; Phatarpekar et al., 2000). Esta especie
presenta un crecimiento mayor o similar con fertilizantes
agricolas en comparacion con los medios F/2 y Walne
(Gonzdlez et al., 1999; Valenzuela-Espinoza et al.,
2002). Debido a su tamafio, facil digestién y alto valor
nutritivo, I. galbana es una de las principales especies
utilizadas como alimento para moluscos de interés
comercial mantenidos en laboratorio (Paniagua et al.,
1983; Bourne et al., 1989; Helm et al., 2006; Sarkis y
Lovatelli, 2007; Velasco, 2007).

A pesar de su amplia utilizacién como alimento son
pocos los trabajos llevados a cabo para comprender
las relaciones entre los factores ambientales y su
crecimiento poblacional. Por ello, en el presente estudio
se determina el efecto independiente y combinado de
la intensidad luminica, temperatura y salinidad, sobre
la densidad celular de la microalga I. galbana (T-ISO),
cultivada en laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y mantenimiento
de la cepa

En este estudio se utiliz una cepa de la microalga L.
galbana, clon T-ISO, obtenida del stock de microalgas
del laboratorio CIBNOR (Baja California Sur, México)
y cultivada en medio F/2 (Guillard, 1975) a una
temperatura de 24 £ 3 °C, intensidad luminica (entre 20
y 1719 lux), aireacién constante y salinidades entre 33
y 37, utilizando un sistema de cultivo en lotes por tres
afios en las instalaciones del Laboratorio de Moluscos
y Microalgas de la Universidad del Magdalena (Santa
Marta, Colombia).
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Diseiio experimental

El experimento se desarrollé siguiendo un disefio
experimental factorial 2 x 2 x 2 en el cual se examind el
efecto de dos salinidades (27 y 35), dos temperaturas (22
y 28°C) y dos intensidades de luz (1.024 y 24 lux) sobre
el incremento en densidad de I. galbana. En total se
manejaron ocho tratamientos y cuatro réplicas por cada
uno. Las réplicas consistieron en frascos de vidrio con
tapa de 100 ml provistos con 50 ml de medio F/2. Este
medio fue preparado con agua de mar captada de la bahfa
de Taganga (11° 16’ N, 74° 11’ 0), Caribe colombiano,
microfiltrada (1 pm) y esterilizada con calor (120 °C/15
min). Cada frasco fue sembrado con un mismo indéculo
(18.000 cel ul!), utilizando un volumen de 10 ml. Los
frascos fueron colocados en bafios termorregulados,
sin suministro de aireacién y provistos de iluminacién
constante mediante ldmparas fluorescentes (75 W)
ubicadas entre 0,15 y 3 m de distancia (equivalentes a
1.024 y 24 lux, respectivamente). Cada frasco fue agitado
dos veces al dia, reponiendo el volumen perdido por
evaporacion o toma de muestras, con F/2 preparado a
la misma salinidad. Una de las réplicas fue seleccionada
en cada tratamiento con el fin de medir diariamente el
pH, utilizando un pHmetro WTW.

Determinaciones de crecimiento

Cada 24 horas se monitore6 la densidad celular (D)
de todas las réplicas a partir de una alicuota de 1 ml
extraida previa homogenizacién del cultivo. Estas
muestras fueron fijadas con solucién Transeau y diluidas
cuando la densidad celular era muy alta (> 3.475 cel pl
1). Las preparaciones fueron examinadas sobre cdmaras
Neubauer bajo un microscopio. El cdlculo de la densidad
celular (D) se realizé utilizando la siguiente ecuacion:

D (células ml') = FD x C x 10.000 ml"! (1)

Donde: FD = factor de dilucién y C = niimero de células
promedio contadas en cada cuadrante de 1 mm.

FD = (vimn + vf + va) /vm (2)

Donde: vm = volumen de la muestra (ml), vf =
volumen del fijador (ml), va = volumen del agua de
mar filtrada (ml).

Finalmente, se calcul6 la tasa de divisién celular (K) para
cada tratamiento de acuerdo con la ecuacion descrita
por Fogg (1965):
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_log, N - log, N,
t

Donde K es la tasa de crecimiento celular, log es el
logaritmo en base 2, N la densidad celular final, NO la
densidad celular inicial y t el tiempo de cultivo en dias.

K (3)

Anadlisis estadisticos

Con el fin de evaluar el efecto de la intensidad luminica,
la temperatura y la salinidad sobre la densidad celular
a lo largo del tiempo de cultivo, se realizaron ANOVAS
factoriales de medidas repetidas con el supuesto de
esfericidad asumida. Cuando se detectd la influencia
significativa de la interaccién entre factores, se realizaron
ANOVAS a una via de medidas repetidas seguidas de
test de Tukey para establecer la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos de interés. También
se aplicd un andlisis de correlacion entre los valores de
pH y la densidad celular de I. galbana para determinar
la existencia de asociaciones entre estas variables. Los
andlisis estadisticos se efectuaron mediante el programa
estadistico SPSS 11.5. Para las decisiones se usé un nivel
de significancia del 95 %.

RESULTADOS

Los cultivos de I. galbana que tenian una densidad
inicial de 1.800 cel ul! alcanzaron valores entre 260
y 4.520 cel ul'! luego de ocho dias (Figura 1). En los
tratamientos de alta iluminacién, se evidencia un

crecimiento positivo de la densidad algal desde el
primer dia hasta el final del experimento (Figura 1).
Contrariamente, en los tratamientos de baja iluminacién,
el crecimiento fue negativo a lo largo del experimento
(Figura 1). La tasa de divisién celular K present6 valores
positivos bajo condiciones de alta intensidad luminica
y negativos a baja intensidad luminica (Tabla 2). Los
andlisis estadisticos demostraron que la densidad celular
de la microalga se vio afectada por la iluminacién y
por la interaccién entre ésta y la temperatura, pero
no por la salinidad (Tabla 1). Densidades celulares
significativamente mayores fueron obtenidas en los
tratamientos de alta intensidad luminica. En los
tratamientos con iluminacién alta, el mantenido a
28°C presentd mayores densidades celulares que el de
22°C, aunque éstas diferencias fueron significativas
Unicamente en el dia siete (P <0,001). En condiciones
de baja intensidad luminica ocurrid lo contrario, los
cultivos mantenidos a 22 °C presentaron mayores
densidades celulares que los expuestos a 28 °C siendo
estas diferencias significativas desde el dia siete
(P <0,001).

El pH de los cultivos oscilé entre 7 y 9,3 (Figura 2).
Los valores tendieron a aumentar con la edad de los
cultivos expuestos a una alta iluminacién, mientras que
aquellos sometidos a baja iluminacién presentaron el
patrén inverso. Se encontrd una correlaciéon positiva
significativa entre el pH y la densidad celular de L
galbana (r*= 0,8394, P= 0,00).
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Figura 1. Curvas de crecimiento algal de I. galbana cultivada bajo diferentes condiciones de salinidad (35 y 27), iluminacién (Al = 1.024

lux y BI = 24 lux) y temperatura (22 y 28 °C). Valores promedio * ee.
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Tabla 1. Andlisis de varianza factorial de medidas repetidas para la determinacion del efecto de la intensidad luminica, temperatura y salinidad
sobre la densidad celular de I. galbana. Los valores significativos (P <0,05) se indican con un asterisco.

FACTOR GL F P
Iluminacién 1 30,324 0,000*
Temperatura 1 0,860 0,363
Salinidad 1 1,365 0,256
[luminacién x Temperatura 1 65,222 0,000*
Iluminacién x Salinidad 1 4,321 0,497
Temperatura x Salinidad 1 4,360 0,561

Salinidad 27
-#--Al-22°C =-e--BF22°C —8—Al28°C —e—BI28°C
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Figura 2. Comportamiento del pH en los cultivos de I. galbana bajo diferentes condiciones de salinidad (35 y 27), iluminacién (Al = 1.024
lux y BI = 24 lux) y temperatura (22 y 28 °C).

Tabla 2. Tasa de crecimiento relativo (K) para I. galbana en los tratamientos aplicados. Superindices diferentes indican diferencias
significativas (P <0,05).

Intensidad luminica Temperatura

INTROPICA

.. RS
(lux) °C) Salinidad K (div dia?)
35 0,13%
28
27 0,13%
1024
35 0,11°
22
27 0,10°
35 -0,374
96 28
27 -0,374
24
35 -0,03°
22
27 -0,10°
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DISCUSION

El crecimiento positivo de I galbana cultivada bajo
condiciones de mayor intensidad luminica coincide
con los resultados obtenidos con otras microalgas entre
las cuales estdn Chaetoceros sp. (Sdnchez-Saavedra y
Voltolina, 1994); Chroomonas sp. (Bermudez et al., 2002)
y Tetraselmis suecica (Helm et al., 2006). Una condicion
para que haya crecimiento en la densidad microalgal es
que la energia total y el Carbon fijado gracias al proceso
de fotosintesis deben exceder los valores usados en la
respiracion (mantenimiento del metabolismo) (Lobban
et al., 1985). La tasa de produccién fotosintética se
incrementa proporcionalmente con la intensidad
de la luz, sin embargo, a intensidades muy altas,
la produccion fotosintética sufre un retardo y una
disminucién debido a un efecto de inhibicién en la
produccion y fotooxidaciéon de los pigmentos (Fogg,
1965; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1994). De otro
lado, la tasa de respiracién de las algas cuando estdn
expuestas a la luz es relativamente baja e independiente
de la intensidad luminica (Lobban et al., 1985). Muchas
microalgas logran adaptarse a condiciones de baja
intensidad luminica y tener crecimientos positivos
mediante el aumento de su capacidad para captar luz
a través del incremento en el contenido de clorofila
(Richardson et al., 1983). El crecimiento negativo de I.
galbana mantenida a baja iluminacion sugiere que la
microalga no se adaptd a estas condiciones, ocurriendo
un déficit en la energia necesaria para la reproduccion
celular atribuible a la disminucién en la actividad
fotosintética y/o al aumento en la respiracion.

El alto crecimiento presentado bajo condiciones de alta
temperatura e iluminacién coincide con lo encontrado en
otras microalgas como Chlorella sp. y Nannochloropsis
sp. (James et al., 1989). El aumento de la temperatura
provoca el aumento de la fotosintesis (Lobban et al.,
1985; Uribe, 1995), de la respiracion (Dawson, 1966)
y del crecimiento algal (James et al., 1989; Renaud et
al., 2002). A temperaturas muy altas, mientras que
la respiracion tiene valores altos, descienden tanto la
fotosintesis (Dawson, 1966) como el crecimiento (James
etal., 1989). Sin embargo, es posible que el crecimiento
puede mantenerse si la intensidad luminica es lo
suficientemente alta para permitir que la fotosintesis
mantenga la respiracién, en lugar de las reservas
corporales (Dawson, 1966). En este estudio, cuando
I. galbana fue mantenida bajo condiciones de mayor
intensidad luminica, la alta temperatura posiblemente
ocasiond un aumento en la tasa fotosintética por
encima de la tasa respiratoria dando como resultado

mayores densidades algales que en condiciones de baja
temperatura. Contrariamente, en los tratamientos de
baja luminosidad, la alta temperatura pudo provocar el
aumento en la tasa de respiracion celular, por encima de
la tasa de fotosintesis, ocasionando bajos crecimientos
y densidades celulares que en condiciones de baja
temperatura.

La falta de efecto de la salinidad sobre el crecimiento
celular de I. galbana coincide con los resultados
obtenidos bajo rangos de salinidades mds amplios, entre
10y 35 (Renaud y Parry, 1994). Los valores extremos de
salinidad afectan negativamente las tasas de fotosintesis,
respiraciéon y crecimiento de las microalgas marinas
(Lobban et al., 1985, Marin et al., 1998; Bermudez et al.,
2002; Helm et al., 2006). Mientras que la exposicién a
medios con bajas salinidades ocasiona el hinchamiento
de las células e incluso su explosién, los medios
hiperténicos producen la deshidratacién de las mismas
(Lobban et al., 1985). Aparentemente, I. galbana se
adapta bien a las bajas salinidades ya sea debido a
que puede aumentar de volumen sin explotar y sus
componentes funcionan bien a bajas concentraciones
osmoticas, 0o mediante la regulacién osmética de sus
liquidos internos gracias al bombeo de iones hacia su
interior (Lobban et al., 1985).

La relacién directamente proporcional que se encontrd
entre la densidad celular de los cultivos de I. galbana, el
pH v la intensidad luminica también ha sido reportada
para otras microalgas como Chlorella sorokiniana
(Moronta y Morales, 2006), Dunaliella tertiolecta,
Chlorella autotrophica, Cylindroteca sp. y Coccochloris
elabens (Armstrong y Calder, 1978). Esta relacidn
puede ser explicada por tres sucesos: 1) La actividad
fotosintética hace disminuir la concentracion de CO,
en el medio lo que hace que el sistema tampon CO,/
HCO;,- se altere y se incremente el pH (Lourengo et
al., 1997; Skoda, 1997; Lourenco et al., 2002). 2) La
absorcién del nitrégeno necesario para el crecimiento
de las microalgas resulta en un incremento del pH del
medio, especialmente cuando la fuente de nitrégeno son
los nitratos (Fogg, 1965; Lourenco et al., 2002). 3) La luz
induce el aumento en la toma de protones por parte de
los cloroplastos, alcalinizando el medio (Armstrong y
Calder, 1978). Sin embargo, en algunas especies como
Tetraselmis suecica el aumento de pH a valores por
encima de 7,5 provoca el descenso en la cantidad de
células que se cosechan diariamente (Helm et al., 2006)
posiblemente debido a que el pH altera la actividad de
varias enzimas (Lobban et al., 1985).
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Las tasas de crecimiento especificas de I. galbana
obtenidas en el presente estudio fueron entre dos y cinco
veces menores a las presentadas en otros estudios (Tabla
3), lo que puede explicarse por las menores intensidades
luminicas utilizadas.

Los resultados sugieren que la densidad celular de I.
galbana depende en forma directa de la intensidad
luminica. Esta variable a su vez interactia con la

temperatura provocando efectos diferentes en la
densidad algal. Mientras que en condiciones de alta
luminosidad (1.024 lux) la temperatura elevada (28
°C) promueve el aumento de la densidad microalgal, la
baja luminosidad (24 lux) la hace decrecer. Finalmente,
las salinidades probadas (27 y 35) no afectaron el
crecimiento algal de I. galbana.

Tabla 3. Investigaciones relacionadas con la tasa de crecimiento relativo (K) en I. galbana.

Iluminacién (lux) Temperatura Salinidad Medio K Referencia
(°C) de cultivo (div. dia™)
3.240 15 35 Walne 1,2 Ferndndez-Reiriz et
al., 1989

4.250 22 30 F/2 0,26 Marin et al., 1994

2.430 22.7 F/2 0,47 Gonzdlez et al.,
1999

16.200 23 31 Conway 1,17 Lourengo et al.,
2002

1.024 28 35 F/2 0,13 Presente estudio

* Los valores de K equivalen al promedio de los tratamientos a una iluminacién alta, los cuales no fueron significativamente diferentes

entre si (P <0,05).
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