| Rev.IntRorica | ISSN1794-161X | 9 [111-117]  Santa Marma, Coomsia, Enero - Diciemsre bE 2014 |

EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA DIATOMEA
Chaetoceros calcitrans (CLON C-CAL) EN CULTIVOS ESTATICOS

EFFECT OF PHOTOPERIOD ON THE GROWTH OF DIATOM Chaetoceros calcitrans
(C-CAL) IN STATIC CULTURES

Alina Villa, Diana Herazo y Ana Carolina Torregroza

RESUMEN

Se evaluo el crecimiento de Chaetoceros calcitrans en un sistema estatico a 35 ppt de salinidad y con los fotoperiodos de 0:24,
6:18, 10:14 y 24:0 horas luz:oscuridad. Los bioensayos se realizaron en frascos de 200 ml por cuadriplicado bajo condiciones
controladas de laboratorio, utilizando el medio de cultivo F/2. Las variables monitoreadas cada 48 horas fueron luz, temperatura,
pH y conteos celulares directos. El fotoperiodo afecté de manera directa la concentracion celular y la tasa de crecimiento de C.
calcitrans, siendo mayores con 24 horas luz, con valores de 2°713,333 cel.ml! y 0,17 div.dia’, mientras que la concentracion
minima y la tasa de crecimiento con 0 horas luz fue 0 cel.ml-1 y -0,03 div.dia", respectivamente. Se observé una relacion
lineal positiva (r=0.567; Fg=4754;P< 0.05) entre el fotoperiodo y la tasa de crecimiento algal. El pH oscild entre 6,7 y 7,5
con valores que tendieron a disminuir en todos los tratamientos a medida que avanzaron los dias de cultivo. Se present6 una
correlacién negativa, poco significativa entre el pH y la densidad celular de C. calcitrans (r*=-0,369). Los resultados indican
que el crecimiento de C. calcitrans es determinado por el fotoperiodo con un crecimiento éptimo a luz continua.

PALABRAS CLAVE: Chaetoceros calcitrans, densidad celular, fotoperiodo
ABSTRACT

Growth of Chaetoceros calcitrans was evaluated in a static system at 35 ppt salinity and different photoperiods 0:24, 6:18, 10:14
y 24:0 hours light:dark. Bioassays were performed in bottles of 200 ml in quadruplicate under controlled laboratory conditions,
using the medium F/2. Light, temperature, pH and direct cell counts, were monitored every 48 hours. The photoperiod directly
affected cell concentration and growth rate of C. calcitrans, being higher with 24 h/light, with values of 2°713,333 cel.ml" and
0.17 div.day, while the low cell concentration and growth rate were 0 cel.ml" and -0.03 div.dia!, respectively with 0 h/light.
A positive linear relationship (r=0.567; F ,, =4.754; P> 0.05) was observed between photoperiod and algal growth rate. The
pH ranged between 6.7 and 7.5 with values tended to decrease in all treatments with the time. A negative correlation between
pH and cell density of C. calcitrans (r*=-0.369) was detected. The results indicate that the growth of C. calcitrans is determined
by photoperiod with optimal growth at continuous light.
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INTRODUCCIéN salinidad, pH, CO, y fotoperiodo (Tzovenis et al., %

2003) y nutritivos como macro nutrientes, que son R

Las microalgas marinas constituyen la base de la cadena utilizados para sintetizar compuestos orgdnicos y los ~

nutritiva en el cultivo de moluscos, peces y crustceos. micronutrientes usados como catalizadores (Becker, =

Ademds, sirven de alimento a especies intermediarias 2004). El crecimiento microalgal se rige por la ley del ™~
utilizadas como presas vivas en acuicultura (Brown et minimo, es decir, el factor limitante del crecimiento es
al., 1997). Las microalgas requieren diferentes factores aquel que estd presente en cantidades mds proximas al
para su crecimiento, dentro de estos se encuentran los minimo critico necesario, sin embargo, las respuestas

pardmetros fisico-quimicos tales como luz, temperatura, de las microalgas frente a cualquier factor limitante 111
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puede ser diversa. En el caso del pH, esta respuesta
varia ampliamente, debido a que este determina la
solubilidad del di6éxido de carbono y de los minerales
en los cultivos e influye directa o indirectamente en su
metabolismo (Murray et al., 2003).

El fotoperiodo (tiempo de exposicién a la luz y oscuridad)
tiene efecto sobre los ciclos de vida y actividades
metabdlicas de las microalgas tanto en cultivo como en
la naturaleza (Humprey, 1979). En condiciones naturales,
la mayoria de las algas se establecen en periodos alternos
de luz:oscuridad, sin embargo, en la mayorfa de los
laboratorios de microalgas se mantiene constante la
iluminacién en los cultivos al interior, debido a que se
favorece la division celular en ciertas microalgas como
las diatomeas; cuando se llega a utilizar los ciclos
luz:oscuridad, es con el fin de simular las condiciones
naturales o la de sincronizar los cultivos (Humprey,
1979). Comercialmente, los géneros mds destacados han
sido Isochrysis, Nannochloropsis, Chlorella, Tetraselmis,
Dunaliella, Rhodomonas, Pavlova, Chaetoceros, Nitzschia
y Thalassiosira (Wikfors y Ohno, 2001).

La microalga Chaetoceros calcitrans hace parte
de la division Bacillariophyta, siendo una de sus
caracteristicas principales presentar plastos marrones
o amarillos (fucoxantina o beta-caroteno) y estar
envueltas en cubiertas de silice. En cuanto a su
composicion bioquimica presentan un alto contenido
de dcidos grasos poliinsaturados (EPA y AA, no tiene
DHA), alta vitamina C y E, una tasa de crecimiento de
1.8 div.dia’, y un ndmero de generaciones para que la
poblacién se duplique igual a 4 (Sdnchez-Saavedra y
Voltolina, 1994). Es por lo anterior que, la microalga C.
calcitrans ha sido utilizada en acuicultura marina como
alimento vivo dado su valor nutritivo, principalmente
para moluscos y crustdceos, ademds, en cultivos tiene
la capacidad de generar buenas densidades celulares
(Wikfors y Ohno, 2001), lo que la hace una especie ideal
para investigacion principalmente en las relacionadas
con la potencializaciéon de su produccién. En este
sentido, el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto del fotoperiodo en el crecimiento de Chateoceros
calcitrans (C-CAL) en cultivos estaticos.

MATERIALES Y METODOS
La cepa de la microalga C. calcitrans (CLON C-CAL)

fue obtenida del stock de microalgas del Laboratorio
de Microalgas de la Universidad Catélica del Norte
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(Coquimbo, Chile). Esta cepa ha sido conservada en el
cepario del Laboratorio de Moluscos y Microalgas de la
Universidad del Magdalena (Santa Marta, Colombia) en
medio F/2 (Guillard, 1975) a una temperatura de 21 + 1
°C, intensidad luminica de 1200 lux, aireacién constante
y salinidad de 35 + 1 ppt.

El experimento estuvo constituido por cuatro
tratamientos cada uno con tres réplicas dependiendo
las horas de exposicidon a la luz de la microalga.
Los tratamientos fueron 24, 10, 6 y 0 horas luz, las
cuales estuvieron definidas por el cubrimiento de los
recipientes con papel aluminio, evitando la penetracion
de luz durante las horas de oscuridad. Cada réplica
consistié en un frasco de vidrio (beakers con capacidad
de 200 ml) con 100 ml de medio F/2. El medio fue
preparado con agua de mar captada de la bahia de
Taganga (11° 16’ N, 74° 11’ 0), Caribe colombiano,
microfiltrada (1 pm) y esterilizada (120 °C/15 min). En
cada frasco fue sembrado 10 ml de un mismo indculo en
fase exponencial, cuya concentracion fue previamente
determinada. Estos fueron colocados en una estanteria,
sin suministro de aireacién y provistos de iluminacion
constante mediante ldmparas fluorescentes (75 W) a una
intensidad luminica, temperatura y salinidad constantes,
determinados diariamente en una de las réplicas. El pH
también fue medido diariamente en cada frasco. Los
frascos fueron agitados una vez al dia, reponiendo el
volumen perdido por evaporacién y toma de muestras,
con agua destilada.

Cada 48 horas se determino la densidad celular (D) de
cada réplica a partir de una alicuota de 1 ml extraida
previa homogenizacion del cultivo. Estas muestras
fueron fijadas con solucién Transeau. Los conteos fueron
realizados mediante observacidon por el microscopio
utilizando una cdmara Neubauer. El célculo de la
densidad celular (D) se realizé utilizando la siguiente
ecuacion:

D (células ml') = C x 10000 ml?!

Dénde: C = ndmero de células promedio contadas en
cada cuadrante de 1 mm.

Finalmente, se calculé la tasa de crecimiento celular
(K) para cada tratamiento durante la fase exponencial,
de acuerdo con la ecuacién descrita por Fogg (1965):

_log, N—log, N,
t

K
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Donde K es la tasa de crecimiento celular, log? es el
logaritmo en base 2, N la densidad celular final, N,
la densidad celular inicial y t el tiempo de cultivo en
dfas. Para cada tratamiento se tomé como referencia
el numero de dias en que se observd una disminucién
significativa de la densidad celular.

Con el fin de evaluar el efecto fotoperiodo sobre el
crecimiento a lo largo del tiempo de cultivo se realizd
una ANOVA a una via de medidas repetidas con previa
comprobacién de los supuestos de homogeneidad,
normalidad y esfericidad. Al observar diferencias
entre los tratamientos se llevé a cabo una prueba
post-hoc (Tukey-HSD). También se realizé un analisis
de correlacién entre los valores de pH y la densidad
celular de C.calcitrans para determinar la existencia de
asociaciones entre estas variables. Finalmente, se llevé
a cabo un andlisis de regresion lineal entre la tasa de
crecimiento de C. calcitrans y el fotoperiodo, a fin de
establecer la relacion entre ellas. Los andlisis estadisticos
se efectuaron mediante el programa estadistico SPSS
20,0. Para las decisiones se us6 un nivel de significancia
del 5 %.

RESULTADOS

Las densidades iniciales promedio de los cultivos de
24,10, 6 y 0 horas luz de C. calcitrans fueron 243,333
cel.ml?, 221,667 cel.ml?!, 255,000 cel.ml! y 146,667
cel.ml! respectivamente, las que después de 13 dias
de cultivo para los tratamientos de 24, 10 y 6 horas luz
aumentaron llegando a 1,080,000 cel.ml", 933,333 cel.
ml?, 1,023,333 cel.ml? respectivamente, mientras que a
los 9 dias de cultivo para el tratamiento de 0 horas luz

el ndmero de células descendid a 0 cel.ml” (Figura 1).
El andlisis de varianza arroj6 diferencias significativas
entre los tratamientos (Tabla 1), observandose mediante
la prueba de Tukey-HSD tres grupos homogéneos: el
tratamiento de 0 horas, los tratamientos de 6 y 10 horas
luz, y el tratamiento de 10 con el de 24 horas (Tabla 2).
Durante los diferentes periodos de luz se observé que
el tratamiento sometido a 24 horas luz, tuvo una fase
exponencial de rdpido crecimiento celular a medida
que transcurrié el experimento, alcanzando 2,713,333
cel.ml"! a los 9 dias de cultivo; algo similar ocurrié en
el tratamiento con el fotoperiodo 10 horas luz, el cual
alcanzo su fase exponencial el dia 7, con una densidad
celular promedio de 2,161,667 cel.ml. El tratamiento
de 6 horas luz, obtuvo su pico mas alto de crecimiento
el dia 11, presentando una densidad celular de 1.116.667
cel.ml™.

3500000

3000000

2500000

2000000 =24 horas luz

1500000 10 horas luz
==&=6 horas luz

1000000
=0 horas luz

Densidad celular {cel/ml)

500000

0 E.S
1 3 5 7 9 11 13

Tiempo de cultivo (d)

Figura 1. Curvas de crecimiento microalgal de C. calcitrans
utilizando diferentes horas de exposicién a la luz (24, 10, 6 y 0
horas luz). Se utilizaron valores promedios de cada tratamiento.
Las barras muestran el error estdndar.

Tabla 1. Andlisis de varianza a una via con medidas repetidas para evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la densidad celular de C. calcitrans

Source Type III Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Intercept 74307024107142.880 1 74307024107142.880 302.679 .000
TRATAMIENTO 25292753273809.520 3 8430917757936.507 34.342 .000
Error 1963983333333.334 8 245497916666.667
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Tabla 2. Grupos homogéneos obtenidos de la prueba TUKEY HSD de las densidades de C. calcitrans sometidas a los diferentes fotoperiodos

Subset
TRATAMIENTO N
1 2 3
0 3 110000,00
6 3 815238,10
Tukey HSD*b¢ 10 3 1273333,33 1273333,33

24 3 1563571,43
Sig. 1,000 0,067 0,301

La tasa de division celular K presentd el maximo valor
a exposicion continua de luz y siendo el valor mas bajo
el correspondiente a 0 horas luz (Tabla 3). La regresion
lineal entre el fotoperiodo y la tasa de crecimiento
celular mostré una relacion lineal positiva (r=0,567;
F )=4,754; P <0,05). Es decir, el crecimiento de C.

(1,10
calcitrans estuvo determinado por el fotoperiodo.

Tabla 3. Tasa promedio de division celular (K) para C. calcitrans
en cada uno de los tratamientos

Fotoperiodo K (div.dia?)
24 0.4636
10 0.4590
6 0.2757
0 0.2379

La temperatura del cultivo oscilé entre 17 y 20 °C y la
intensidad luminica varié entre 2500 y 3900 Lux/FC. El
pH de los tratamientos al inicio del estudio fue de 7,39
+ 0,040y al terminar fue de 6,83 + 0,100, es decir, por
lo general neutro, aunque se observd una tendencia a
disminuir al pasar el tiempo de cultivo (Figura 2). Al
realizar el andlisis de correlacién entre pH y la densidad
celular se encontré una correlacion inversa entre las
variables (a medida que disminuye el pH, aumenta la
densidad celular) y la correlacion es débil tomando como
referencia el coeficiente de Pearson (r =-0,369, P > 0,05).
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Figura 2. pH presentado en los cultivos de C. calcitrans bajo
diferentes condiciones de fotoperiodo. Las barras muestran el
error estandar.

DISCUSION

El andlisis de la influencia del fotoperiodo arrojé
que la velocidad de crecimiento de las microalgas se
reduce sustancialmente en ciclos de 10:14, 6:18, 0:24
horas luz:oscuridad, con producciones de biomasa
significativamente menores respecto al de iluminacién
continua (24:0 horas luz:oscuridad). Practicamente la
totalidad de la biomasa producida se genera durante
las horas de irradiacién, mientras que durante los
periodos de oscuridad el crecimiento es minimo e
incluso existe decrecimiento (0 pérdida por consumo
durante la respiracion celular) de la biomasa celular que
es producida durante el periodo de luz (Ferrero, 2011).
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Mediante la tasa de crecimiento se observd la
diferenciacién de las tres fases tipicas del crecimiento
microalgal. Una fase de ajuste o inicial que duré
alrededor de tres dias, seguida por una fase exponencial
que se prolongd entre siete y once dias dependiendo
del fotoperiodo al que fue expuesto cada tratamiento y
a partir del dia trece una fase de retardo (Figura 1). A
medida que se acorté el niimero de horas de exposicion
a la luz se redujo la densidad celular, lo cual fue muy
notorio en el tratamiento de 0 horas luz, el cual presentd
el menor incremento en densidad celular con 258,333
cel.ml! al tercer dia de cultivo. Segin una serie de
investigadores (Alvarez 1994; Uribe 1994; Alveal et al.,
1995) la curva de crecimiento celular estd compuesta
por cinco fases, las que se definen por el nimero de
células presentes en un tiempo determinado y por las
condiciones generales del cultivo: a) Fase de ajuste
(las microalgas se adaptan a las nuevas condiciones
de cultivo); b) Fase exponencial (la divisién celular
se incrementa en funcién del tiempo, debido a la
asimilacién de nutrientes desde el medio y a su activo
proceso de reproduccién); c) Fase de retardo (la tasa de
crecimiento se reduce, por lo que el tiempo para duplicar
la poblacién aumenta); d) Fase estacionaria (el factor
limitante y la tasa de crecimiento estdn equilibrados,
las densidades celulares se mantienen relativamente
constantes) y e) Fase de declinaciéon (la tasa de
crecimiento es superada por la tasa de mortalidad de la
poblacién). El crecimiento de una poblacién microalgal
depende de la interaccién de factores ambientales
(temperatura, radiacion fotosintéticamente activa (PAR),
pH y nutricién mineral entre otros); los cuales inciden
en la composicion bioquimica (Mora et al., 2005).

El aumento de la densidad celular de C. calcitrans
cultivado bajo condiciones de mayor tiempo de
exposicién luminica coincide con los resultados
obtenidos para otras microalgas como Chroomonas
sp. (Bermudez et al., 2002), Actinocyclus normanii,
Neodelphineis peldgica y Cyclotella glomerata (Prieto
et al., 2005) y Thalassiosira pseudonana (Lopez et al.,
2009). Una condicién para que haya crecimiento en la
densidad microalgal es que la energia total y el carbén
fijado gracias al proceso de fotosintesis deben exceder
los valores usados en la respiracién (mantenimiento
del metabolismo) (Velasco et al., 2009a). El tiempo de
exposicion a la luz juega un papel importante puesto

que afecta el crecimiento y produccién de biomasa de
los cultivos (Tzovenis et al., 2003). En este trabajo,
las diferentes condiciones de iluminacién mostraron
un efecto sobre la concentracién celular maxima al
presentar los cultivos con iluminacién continua 24
horas luz un mayor crecimiento, concordando con
Humprey (1979), quien encontré un crecimiento
mds lento en Chaetoceros didymum, Chroomonas sp.,
Cylindrotheca closterium, Dunaliella tertiolecta, Pavlova
lutheri y Phaeodactylum tricornutum en un ciclo 12
horas luz:oscuridad en cultivos expuestos a iluminacion
continua.

Los valores de las densidades celulares de C. calcitrans
(cel.ml') obtenidas en el presente estudio fueron
concordantes con las reportadas por Viramontes-
Robles (1991) para Tetraselmis suecica, quien evalio
el efecto de tres fotoperiodos: 12:12, 14:10 y 16:8 e
iluminacién continua en el crecimiento de C. muellert,
Skeletonema costatum y Tetraselmis suecica, donde
las dos diatomeas crecieron bien en cualquiera de los
tratamientos empleados, mientras que Tetraselmis crecié
menos con fotoperiodo que con iluminacién continua.
Los resultados de esta investigacién sugieren que la
densidad celular de C. calcitrans depende en forma
directa del tiempo de exposicion luminica. En la mayoria
de las microalgas el crecimiento se lleva a cabo durante
el periodo de luz debido a que a través de la fotosintesis
se genera material orgdnico y energia suficiente para
este proceso, por lo que la divisién celular generalmente
se da en el periodo de oscuridad, sin embargo en las
diatomeas la divisién celular también se realiza en luz
continua (Ldpez et al., 2009).

En todos los tratamiento el pH se caracterizé por
disminuir a medida que aumentaban los dias de
cultivo y la densidad celular, esta relacion difiere a lo
reportado por Velasco et al. (2009b) quien utilizo las
mismas condiciones del presente estudio en un cultivo
de I. galbana, encontrando una relacién directamente
proporcional entre la densidad celular de los cultivos
y el pH. En este estudio la relacién entre la densidad
celular y el pH fue inversamente proporcional en todos
los tratamientos siendo mds notorio en aquellos donde
la exposicién a la luz fue menor, esto se debe a que
en las horas de oscuridad el proceso de respiracién
de las microalgas se vio favorecido, aumentando las
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concentracion de CO, y con ello la disminucion del pH,
manteniendo una tendencia hacia la acidez debido a
que en estos tratamientos el proceso fotosintético estuvo
limitado (Diaz y Ordofiez, 2006). En el tratamiento
donde la exposicién a la luz fue total y la densidad
celular aumento, la variacién del pH con tendencias
hacia la acidez puede explicarse con el hecho de que
pudo existir un sombreamiento causado por la mayor
densidad algal y la poca agitacién del cultivo, lo que
pudo impedir una fotosintesis eficiente y con ello la
produccién de oxigeno que garantizara las condiciones
de basicidad del cultivo (Caceres, 2009). La variacion
de pH incide de manera positiva 0 negativa sobre el
crecimiento de C. calcitrans, teniendo en cuenta que
este pardmetro al ser muy acido o muy basico hace que
la microalga se estrese y no lleve a cabo correctamente
sus procesos metabdlicos afectando directamente su
desarrollo y crecimiento incluso hasta producir la muerte
(Borowitzka, 1999).

Finalmente, se puede concluir que el crecimiento
de C. calcitrans es determinado por el fotoperiodo
con un crecimiento éptimo a luz continua, mientras
que en ausencia de luz disminuye drdsticamente su
crecimiento. A lo largo de 9 dias de cultivo la ausencia
de luz en uno de los tratamientos (0 horas luz) y durante
13 dias la reduccién en la exposicién a la radiacion
incidente en los otros tratamientos (6, 10 horas luz)
provocé una disminucién en la biomasa producida. Se
presentd una relacién negativa entre el aumento de la
densidad celular y el pH en los diferentes fotoperiodos.
Si la concentracién de diéxido de carbono crece, la de
iones de hidrégeno aumenta y el pH disminuye y al
contrario, si disminuye la concentracién de diéxido de
carbono, la de iones de hidrégeno cae y el pH aumenta
(Boyd y Gautier 2000). Es por lo anterior, que para
cultivos de Chaetoceros calcitrans principalmente como
alimento vivo en acuicultura se recomienda utilizar
periodos de luz continua (24 horas luz).
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