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RESUMEN

Se estudid el crecimiento de las microalgas Mannochforopsis gaditana (Lubian, 1982) y Tetraselmis tetrathele {West)
Butcher, 1959, en gradientes cruzados de intensidad de luz y temperatura. El crecimiento de cada una de las especies
no presenté diferencias significativas (P < 0.05) entre las intensidades de luz de 2,000 a 12,000 lux, perc fue menor
a 35°C respecto al de 25 y 30°C y no lo hubo a 40°C. En N. gaditana la densidad méxima se alcanzé a 30°C y 12,000
lux con 49,8 x 10° células/mi mientras que en T. fetrathele fue a 30°C y 25°C y 12,000 lux con 2.5 x 10° células/mi. En
N. gaditana no hubo diferencias significativas {P < 0.05) en el largo (3.99 + 0.36 um), el anche (3.22 = 0.37 ym) ¥
el volumen celular {21.05 = 2.91um? entre las cuatro condiciones de luz por cada temperatura ni entre las temperaturas
por cada condicidn de luz, excepto en las de 35°C en que no hubo diferencias entre las intensidades de luz, pero el
largo (5.66 = 0.56 um}, el ancho {5.00 = 0.65 um} y el volumen {72.28 + 3.6{72.28 + 3.60 um?) fueron mayores que
el resto de las condiciones (P < 0.05); a 35°C se observd gran vacuolizacién y cloroplastos fragmentados. En el caso
de T. tetrathele no hubo diferencias significativas (P < 0.05) en el largo {14.5 = 1.03 um}), ancho (1.5 = 1.35 um) y
el volumen {258.55 = 58.1 um?) entre las candiciones experimentales y esta (ltima especie resulté ser ligeramente
més tolerable al incremento de la temperatura, aunque a 35°C se observd formacion de gquistes.
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ABSTRACT

The growth on cross gradients of light and temperature of the microalgae Nannochforopsis gaditana Lubian, 1982 and
Tetraseimis tetrathele {West) Butcher, 1959 were studied. Growths of each of the species were not significantly
different {P < 0,05} between light intensities of 2,000 and 12,000 lux, but were lower at 35°C in respect of that at 25°C
and 30°C, and did not occur at 40°C. The highest density of N. gaditana was reached at 30°C and 12,000 lux with 10.3
%108 cells/ml while in T. tetrathele took place at 30°C and 25°C and 12,000 fux with 2.5 xt0° cells/ml. There were no
significant differences (P < 0.05) in length {3.99 + 0.36 ym), width (3.22 = 0.37 pm) and cellular velume (21.05 =
2.91 um?) of N. gaditana among the four light conditions on each temperature nor between the temperatures for each
light condition, except in those at 35°C in which there were no differences between the light intensities, but the length
{6.66 = 0.56 um), the width (5.00 = 0.65 gm} and veiume (72.28 = 3.60 um®} were bigger than in the rest of the
conditions (P < 0.05} and at 35°C great vacuolization and fragmented cloroplasts were observed. In T tetrathele there
were no significant differences (P < 0.05) in length {14.5 = 1.03 pm), width (11.5 = 1.35 um) and volume {258.55
58.1 um®) among the experimental conditions, and this species was slightly more tolerant to high temperatures,
although at 35°C cysts formation was chserved.
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INTRODUCCION

Para la optimizacién de la tecnologia de produccién
masiva de microalgas en los centros de produccion de
semilla de organismos marinos se dehen determinar los
niveles adecuados de intensidad de luz y de temperatura,
pues son dos de los factores ambientales fundamentales;
ademds, segln Goldman (1979) son los que mas inciden
en la obtencién de altos rendimientos en los cultivos.

En Cuba se comenzd un estudio para seleccionar
especies y cepas de microalgas para la produccién masiva
como alimento de organismos zooplancténicas que se
utilizan posteriormente para alimentar larvas de peces
marinos, las cuales se cultivan cen técnicas de preduccion
interiores hasta 100 |, y exteriores, a partir de un metro
cibico.

En el exterior, los cultivos se llevan a cabo tanto con
técnicas de cosecha total ("batch”) como semi-continuas
asi como de tipo intensivo en unidades solares de capa fina
{Hernandez Molején y Alvarez-Lajonchére, 1991).

Para estas técnicas, especialmente en las intensivas,
se requieren cepas resistentes a altas temperaturas, ya que
a la intemperie se alcanzan las mayores intensidades
luminosas y temperaturas, ademds de que en las unidades
de cultive intensivo uno de los parametros de disefio que
puede optimizar el cultivo es la profundidad del mismo, ya
que a menor profundidad hay mejor penetracién de fa luz y
se pueden alcanzar mayores rendimientos, pero es necesario
tomar en consideracién gue puede presentarse una
saturacion luminosa a determinadas intensidades y también
gue a menor profundidad se alcanza una mayor temperatura
gue puede llegar a niveles no tolerables por la cepa de que
se trate.

Las especies de Nannochloropsis se encuentran entre
las microalgas gue mds se utifizan actualmente en el cultivo
de los rotiferos para la produccion de larvas de peces
marinos [Fukusho, 1989; James y Abu-Rezeq, 1989; Fulks
y Main, 1991; Lee et a/., 1993). Otras de las microalgas
mas cultivadas como alimento para los rotiferos son las del
género Tefraselmis |Fukusho et al., 1984; Kraul, 1989;
Tamaru et af., 1991; Kim et al., 1993); sin embargo, los
sstudios indican que estas Gltimas tienen bajos contenidos
en acidos grados polinsaturados como la 7. suecica
{Volkman et a/, 1989; White y Nagata, 1990} y la propia T.
tetrathele, aunque puede que sea el minimo necesario
{Fukusho et af., 1984).

Dado que hay una relacion directa entre el largo de la
Iorica de los rotfferos y el didmetro maximo de las particulas
ingeridas (Hino e Hirano, 1980) y que los rotiferos
alimentados con T. tetrathele tendran una talla maxima

0. G. Henéndez Molejan et al.

mayor que cuando se alimentan con N. oculata, se ha
recomendado la alimentacion del rotifero “L" (Brachionus
plicatilis hepatotomus) con esta (Fukusho, 1989), lo cual
reviste gran importancia para suministrarlos a larvas de
peces que presenten preferencia por los mismoes en alguna
etapa (Eda ef al., 1990} ya que seglin Watanabe (1982) se
necesitan 2 4 3 veces menos rotiferos "L" que “S".

En Japdn, pais con el mayor desarrollo del maricultivo
en el mundo, se utiliza fundamentalmente la microalga
Nannochloropsis ocufata para el cultivo de los rotiferos; sin
embarge, esta especie desaparece a menudo a mas de 30°C
(Kuronuma y Fukusho, 1984} por lo que se introdujo
Tetraselmis tetrathefe por su alto valor protéico para los
rotiferos y sus caracteristicas euritérmicas que incluyen su
tolerancia a altas temperaturas, a pesar de que el contenido
en 4cidos grasos polinsaturados w-3 es un 50% mas bajo
que en N. oculata (Fukusho et al., 1984).

El objetivo del presente trabajo fue comenzar la
caracterizacion de Nannochloropsis gaditana Lubian, 1982,
y una cepa de la otra especie de microalga mas utilizada
como alimento para los rotifergs, Tetrase/mis tetrathele
{West} Butcher, 1959, para contribuir a la seleccion de
especies y cepas a emplear en la produccién del alimento
vivo para las larvas de peces marinos y la optimizacion de
la tecnologia de su produccién masiva.

MATERIALES Y METODOS

Las experiencias se realizaron con una unidad de cultivo
de gradientes cruzados de intensidad de fuz y temperatura
para cultivos en medio sdlido de Lukavsky {1982) basado
en el disefio de Halldal y French {1958). La temperatura se
determind con un termémetro con 0.1°C de precisidn y la
intensidad de luz con un luximetro conuna precision de 100
Jux; la iluminacion que fue continua {24 h), La productividad
de las microalgas se estimd con determinaciones de la
densidad éptica a 750 nm con un espectrofotocolorimetro
y el conteo de células con una cémara hemocitémetro
Neubauer mejorada.

Las microalgas empleadas fueron: una cepa de
Nannochloropsis gaditana procedente del Laboratorio
Marino de Dunstaffnage (CCAP - 849/5) introducida en Cuba
en 1992 por un proyecto FAD (PCT/CUB/005 1) y una cepa
de Tetraselmis tetrathele aislada por el Centro de
Investigaciones Marinas de la Universidad de La Habana.
Se realizd una serie de 6 dfas de duracién con cada una de
las microalgas por separado.

Para el procesamiento de los datos se aplicaron analisis
de varianza de dos variables de clasificacién y ohservacién
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dnica con un nivel de significacion de 0.05 y las diferencias
se analizaron con la prueba Duncan (Lerch, 1977).

RESULTADOS

Tanto en N. gaditana como en T. tetrathele, el
crecimiento a cada temperatura no presentd diferencias
significativas (P < 0.05) entre las intensidades de luz de
2,000 a 12,000 lux {Fig. 1), aungue en 7. tetrathele se
observé un aumento discreto a 35°C con 2,000 y 3,000 lux
(Fig. 1b). El crecimiento fue menor a 35°C réspecto al de
25°C y 30°C y no hubo a 40°C. En N. gaditana fa densidad
méxima se alcanzd a 30°C y 12,000 lux, con 48.8 x 10¢
células/ml (0.563 de densidad dptica) (Fig. 1a} mientras que
en T. tetrathele fue a 25°C y a 30°C con 12,000 iux con 2,5
x10° células/ml {Fig. 1b). En T, tetrathele |as determina-
ciones de densidad dptica confrontaron dificultades con la
variabilidad por el movimiento de las células y su rapida
sedimentacion por lo cual se desecharon.

En M. gaditana no hubo diferencias significativas (P
< 0,05) en el largo (3.99 -+ 0.36 um), el ancho (3.22 +
0.37 um} y el valumen celular (21.05 + 2.91 um?} entre las
cuatre condicienes de luz por cada temperatura ni entre las
temperaturas por cada condicion de luz, excepto en las de
35°C en que no hubo diferencias entre las intensidades de
luz, perc el largo {5.66 + 0.56 um), el ancho {5.00 + 0.65
pm) y el volumen (72.28 + 3.60 1%} fueron mayores que
en el resto de las condiciones (P < 0.05). Enel casode T,
tetrathele no hubo diferencias significativas (P < 0.05) en
el largo {14.5 = 1.03 um), ancho {11.5 = 1.35 um) y el
volumen (258.55 = 58.1 um?) entre las condiciones
experimentales,

En V. gaditana las células a 25°C y a 30°C tuvieron
formas redondeadas y a 35°C se ohservaron muy vactiolizadas
y el cloroplasto fragmentado, mientras que en T. fetrathele
se observo la formacién de quistes a 35°C.

DISCUSION

No hubo diferencias entre ambas especies ni en el
crecimiento ni en las dimensiones celulares con las
intensidades de luz utilizadas, a diferencia de lo encontrado
por Wilmotte (1991} con cianoficeas a intensidades del
mismo orden de las empleadas en este trabajo. Este hecho
indica que la iluminacién dptima es superior para ambas
cepas estudiadas, lo cual debera determinarse en estudios
posteriares, ya que Camacho ef a/. {1990) observaren
saturacién luminosa en Tetraselmis sp. a intensidades
superiores a los 100 Wm (apreximadamente 30,008 lux),
lo cual no se confrontd en el presente estudio.
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Fig. 1 Crecimiento de las microalgas {a) Nannochloropsis gaditana
{CCAP-849/5; Cadiz D-3) y (b} Tetraselmis tetrathele (CIP-6).

La tolerancia a la temperatura de ambas especiss fue
similar. Es posible que la cepa de T. tetrathefe estudiada
sea ligeramente més resistente que la deV. gaditana debido
a gue hubo un crecimients relativamente mayor a 35°C en las
intensidades bajas de iluminacion; ademds, en T. tetrathele
no se presentaron las alteraciones celulares que se
gncontraron a esa temperatura en N.gaditana en este
trabajo y en N. gculata en un trabajo anterior (Herndndez
Molejonet al., en prensa). La cepa de T tetrathele estudiada
tamhién es ligeramente m4s resistente a las altas
temperaturas que la cultivada en Japén en grandes
volimenes a la intemperie, cuyo crecimiento disminuye a
33°C y no se produce a 35°C {Andnimo, 1989) .

Las longitudes y anchuras encontradas en M. gaditana
estén en el limite superior del intervalo citado por Yiferaet
al. (1983) para la misma cepa, designada originalmente en
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Espafia como Cadiz D-3. Los volimenes medios de N.
gaditana fueron 1.8 y 2.8 veces superiores respecto a los
de N. ocufata a 30°C y a 35°C, respectivamente, de acuerdo
al reporte de Hernandez Molején et af. (en prensa). En T
tetrathele el volumen medio celular coincide con el
consignado por Walne (1970} pero es 1.3 veces menor que
el encontrado por Aifonso y Leal {1981} para la misma cepa,
también en fase exponencial.

La temperatura y la luz son los factores que méas
incidencia tienen en los cambios de talla y en las variaciones
morfoldgicas de las células {Kinne, 1976; Lukavsky, 1982;
Ma, 1989). Seqtin Spektorovaet al. (1991) bajo condiciones
desfavorables de cultivo, las algas unicelulares incrementan
su tamafio y su peso, lo cual resume la mayor parte de los
reportes experimentales. En Scenedesmus quadricauda,
Komarek y Ruzicka {1969} consignaron que a mayor
temperatura los cenobios eran mayores y Lukavsky (1982}
describié cenchios grandes a altas temperaturas y hajas
intensidades luminosas. Hernandez Molejon et al. (en
prensa) encontraron que a altas temperaturas, las células
de N. oculata presentaron los mayores largos, anchos v
volimenes, asf como también observaron una gran
vacuolizacion. A diferencia de esos reportes, Alfonso y Leal
{1981) y Leal (1983} encontraron los mayores didmetros
en el estado fisiologico dptimo, si bien dichos estudios no
emplearon condiciones extremas. Inoue et al. (1972}
encontraron que en una Chlorella terméfila pequeia
aclimatada al agua de mar, el didmetro disminuyd con la
temperatura hasta 2 tm a 40°C lo cual fue inverso respecto
a nuestros resultados.

Por todo lo anterior, el objetivo del trabajo de comenzar
la caracterizacidn de estas dos cepas respecto a los efectos
de la temperatura y la iluminacidn fue cumplimentado y se
deben continuar los estudios para precisar la mejor
combinacién de estos pardmetros respecto a los rendimientos
maximos, lo cual deberd complementarse con determinaciones
de acidos grasos polinsaturados w-3 por la importancia que
tienen para |a calidad nutricional de las microalgas.
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