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Resumen

L6pPEZ-MuRoz, 1., ABALDE, J. & HERRERO, C. (1992). Crecimiento y contenido en pigmentos de cuatro especies
de microalgas marinas cultivadas con diferentes temperaturas e intensidades de luz. Nova Acta Cientifica Com-
postelana (Bioloxia), 3: 59-65

Se estudian las diferencias en el crecimiento y composicién de pigmentos de las microalgas marinas
Tetraselmis suecica (Kylin) Butch (Prasynophyceae), Dunaliella tertiolecta Butch. (Chlorophyceae), Isochrysis
galbana Parke (Haptophyceae) y Phaeodactylum tricornutum Bohlin (Bacillariophyceae) cultivadas con dis-
tintas combinaciones de luz y temperatura. En los cultivos de T. suecicay D. tertiolectala temperatura constituye
un factor de crecimiento més determinante que la luz, obteniéndose los mejores crecimientos a 20°C y, dentro de
éstos, alaintensidad de luz mayor de las ensayadas. Por el contrario, en los cultivos de I. galbanay P. tricornutum
la luz constituye un factor de crecimiento més determinante que la temperatura obteniéndose los mejores
crecimientos alamayor de las intensidades de luz ensayadas. A temperatura constante, la velocidad de crecimiento
aumenta al aumentar la intensidad luminosa en todos los cultivos estudiados, obteniéndose el mayor niimero de
doblajes por dfa a 80 pmol m?s™. A intensidad de luz constante, la velocidad de crecimiento aumenta con la
temperatura en todos los cultivos ensayados menos en los de D. tertiolecta, en los que las variaciones de tempe-
ratura no provocan diferencias significativas en la tasa de crecimiento. Los contenidos en clorofila parauna misma
temperatura disminuyen al aumentar la intensidad luminosa para todas las especies estudiadas, obteniéndose los
mayores contenidos celulares de pigmentos para las cuatro especies a la intensidad de luz mds baja de las
ensayadas.
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Abstract

LopEz-Muroz, I., ABALDE, J. & Herrero, C. (1992). Growth and pigment content of four marine microalgae
cultured under different temperature and light intensity conditions. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia),
3:59-65

Growth and pigment content of the marine microalgae Tetraselmis suecica (Kylin) Butch (Prasynophyceae),
Dunaliella tertiolecta Butch. (Chlorophyceae), Isochrysis galbana Parke (Haptophyceae) and Phaeodactylum
tricornutum Bohlin (Bacillariophyceae) were studied under different temperature-light intensity conditions. In
T. suecica and D. tertiolecta cultures temperature is a growth factor more important than light intensity, and better
growths were obtained at 20°C and at the higher light intensity assayed. Conversely, in 1. galbana and P. tricor-
nutum cultures light intensity is a growth factor more important than temperature and better growths were obtained
at the higher light intensity assayed. At a constant temperature, growth velocity increases when the light intensity
increases in all the cultures studied, and maximum doublings/day were obtained at a light intensity of 80 pmol
m?s'. At a constant light intensity, the growth velocity increases when temperature increases in all the cultures
studied except for D. tertiolecta cultures. Ataconstant temperature, the cellular contents in chlorophylls decreases
when light intensity increases in all the species studied, and maximum values were obtained at the lower light
intensity assayed for the four microalgae studied.

Key words: Marine microalgae, light, temperature, photosynthetic pigments.
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INTRODUCCION

Las microalgas marinas adquieren gran im-
portanciaen la actualidad por su utilizacién en la
acuicultura de moluscos y crustiaceos (D Pauw
et al., 1983), asi como por sus potenciales utili-
zaciones como fuente de proteina (SCP)
(FABREGAS & HERRERO, 1985), como suplemento
en las dietas de peces dado su contenido en
minerales (FABREGAS & HERRERO, 1986), y tam-
bién por su empleo en la obtencion de diferentes
productos como vitaminas, glicerol, B-caroteno
y 4cidos grasos (Karnr & Avron, 1988; BEN-
Awmo1z et al., 1986). El crecimiento de las po-
blaciones microalgales depende de miiltiples
factores entre los que destacan por suimportancia
la luz y la temperatura.

La luz, ademds de su papel primario en la
fotosintesis, puede actuar modificando los re-
querimientos nutritivos de las especies
microalgales. Variaciones en la intensidad lu-
minosa estdn acompaiiadas de variaciones en la
tasa de crecimiento (GINzBURG, 1987; WALsH,
1988), volumen celular (OSBORNE & RAVEN,
1986), actividad enzimadtica (Dionisio et al.,
1989a,b), y composicién bioquimica (BEN-AMOTZ
& AvVRON, 1983; DUBINSKY et al., 1986).

Latemperaturaes otro pardmetro fundamental
que afecta no sélo al crecimiento sino también a
lanaturaleza del metabolismo (RicHMOND, 1986),
y ala composicién bioquimica de las microalgas
(WrrT et al., 1981). Luz y temperatura estdn es-
trechamente relacionadas siendolas interacciones
entre ellas muy marcadas (CoLLiNS & BOYLEN,
1982). Asi, a mayores temperaturas las
microalgas toleran intensidades de luz mucho
mds altas que atemperaturas mas bajas, existiendo
para cada temperatura dada una tasa maxima de
crecimiento asociada a una intensidad de luz
Optima (DAuTA et al. , 1990).

De todos los factores que controlan el creci-
miento de las microalgas, la luz y la temperatura
son los que experimentan mayores variaciones,
tanto diarias como estacionales, dependiendo el
éxito ecoldgico de cada especie de su respuesta
fisiolégica para adaptarse a los cambios en el
medio. En este trabajo se estudian las diferencias
en el crecimiento y composicién de pigmentos
de cuatro especies de microalgas marinas culti-

vadas con distintas combinaciones de luz y tem-
peratura.

MATERIAL Y METODOS

Las microalgas marinas Tetraselmis suecica
(Kylin) Butch (Prasynophyceae), Dunaliella
tertiolecta Butch. (Chlorophyceae), Isochrysis
galbana Parke (Haptophyceae) y Phaeodac-
tylum tricornutum Bohlin (Bacillariophyceae)
se cultivan en agua de mar filtrada a través de un
filtro Millipore (0.45 pm), esterilizada en auto-
clavey enriquecidaconNaNO,,2 uM; NaH PO,
100 pM; ZnCl,, 1 uM; MnCl,, 1 UM; Na,MoO,,
1 uM; CoCl, 0.1 pM; citrato férrico, 20 (M;
tiamina 35 pg 17; biotina, 5 ug I'; B,,, 3 ug 1';
EDTA, 264 pM; Tris-HCI, 15 uM; pH 7.6
(FABREGAS et al., 1984), siendo la salinidad de
359 . Los cultivos se agitan mediante aireacién
con un flujo de 10 1 min™', lo que impide que se
depositen las células y favorece una mejor distri-
bucién de la luz y los nutrientes (RicamonD &
BECKER, 1986), ademas de proporcionar un apor-
te de CO, que sirve como fuente de carbono y
ayuda aestabilizar el pH. Los cultivos se realizan
en una cdmara de temperatura controlada, ensa-
yando dos temperaturas: 16° y 20° C, y dos
intensidades de luz: 40 y 80 umol m?s. La luz
es proporcionada por tubos fluorescentes
MAZDA FLUOR C7 TF40 (luz dia), mante-
niéndose un régimen de luz-oscuridad 12-12
horas. Los inéculos se toman a partir de cultivos
stock en fase exponencial de crecimiento mante-
nidos en las mismas condiciones que las expe-
riencias arealizar. La densidad inicial de los cul-
tivoses de 0.5 x 106 cel ml™' para T. suecica, 0.65
x 10° cel ml! para D.tertiolecta, 2.5 x 10° cel
ml! para I galbanay 1.5 x 10 cel ml" para P.
tricornutum. Los cultivos se realizan en botellas
de 1000 ml con 600 ml de medio y por duplicado.

El crecimiento de los cultivos se sigue diaria-
mente mediante recuento de células en un con-
tador de particulas Coulter Counter modelo DN
hasta alcanzar la fase estacionaria, calculdndose
la velocidad de crecimiento k o doblajes en la
fase logaritmica, mediante la férmula:

k=(@LnN -LnN)/Ln 2et
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donde N, es el niimero de células al inicio de esta
fase, N, el nimero de células al final de la misma,
y tla duracién en dias de la fase logaritmica.

Una vez alcanzada la fase estacionaria el
contenido en clorofilas de cada uno de los dife-
rentes cultivos se determina espectro-
fotométricamente tras su extraccién con acetona-
metanol mediante las férmulas propuestas por
JEFFREY & HUMPHREY (1975), para los grupos de
organismos fotosintéticos utilizados:

1.- Algas verdes conteniendo clorofila a y
clorofila b:

Clorofilaa=11.93 A, - 1.93 A,
Clorofilab=20.36 A, - 5.50 A,

2.- Diatomeas y algas pardas conteniendo
clorofila a y clorofilas ¢, y c,.

Clorofilaa=11.47 A, -0.40 A630
Clorofila ¢ tc, =24.36 A630 -3.73 A664
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Los valores de las densidades celulares as{
como de los contenidos en pigmentos en la fase
estacionaria de los distintos cultivos se compa-
ran mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
(P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las distintas combinaciones de luz y tem-
peratura afectan de forma significativa al cre-
cimiento y la composicién de pigmentos de las
cuatro especies de microalgas estudiadas, apre-
cidndose diferencias especificas en las respues-
tas a dichas variaciones.

Tras un periodo de adaptacién de 1-2 dias los
distintos cultivos entran en fase logaritmica,
obteniéndose diferencias en el crecimiento en
funcién de la luz y la temperatura (Fig.1,2).

En los cultivos de T. suecica 'y D. tertiolecta
latemperatura constituye un factor de crecimiento
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Fig 1. Curvas de crecimiento de 7. suecica y D. tertiolecta con diferentes intensidades de luz y temperaturas.
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Fig 2. Curvas de crecimiento de I. galbana'y P. tricornutum con diferentes intensidades de luz y temperaturas.
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mads determinante que la luz, obteniéndose los
mejores crecimientos a 20°C y, dentro de éstos,
a la intensidad de luz mayor. En los cultivos de
estas dos especies, a 16°C se produce un acor-
tamiento de la fase logaritmica de 5 y 7 dfas,
respectivamente, frente a las alcanzadas en los
cultivos a la temperatura de 20°C (Fig.1). Por el
contrario, en los cultivos de I galbana y P.
tricornutum la luz constituye un factor de creci-
miento mas determinante que la temperatura
obteniéndose los mejores crecimientos a la ma-
yor de las intensidades de luz ensayadas (80
umol m2s?). Los cultivos de estas dos especies,
que crecen a la temperatura mds baja, presentan
una fase logaritmica més larga, alcanzdndose la
fase estacionaria hasta 7 dias después que en los
cultivos a una temperatura mds alta (Fig. 2).

La velocidad de crecimiento (k), en la fase
logaritmica, se ve igualmente afectada por las
variaciones en la temperatura e intensidad lu-
minosa, variando asimismo en funcién de la
especie microalgal estudiada (Tablas I, II, II,
IV).Elvalormés bajodek (0.14 doblajes dia”)se
obtiene en los cultivos de I. galbana que crecen
bajo las condiciones de luz-temperatura de 40
umol m?s! y 16°C. El valor mds alto (0.46
doblajes dia') corresponde a los cultivos de
T.suecica creciendo a 80 pmol m™s™ y 20°C.

A temperatura constante, la velocidad de
crecimiento aumenta al aumentar la intensidad
luminosa en todos los cultivos estudiados,
obteniéndose el mayor nimero de doblajes por
dia a la intensidad de luz de 80 umol m?s!. La
existencia de un efecto aditivo de la luz en el
crecimiento ha sido sefialado con anterioridad
(EppLEY & COASTSWORTH, 1966), estableciéndo-
se quela produccién celular diaria es proporcional
al producto de intensidad de la luz y tiempo
cuando la intensidad es menor o igual que 224
umol m?s?! y la irradiacién diaria total no so-
brepasa las 70 cal cm?dia’!, pudiendo estable-
cerseunarelacion lineal entre laenergfaluminosa
total y el nimero de divisiones por dia
(SHARFSTEIN, 1976).

Asimismo, a intensidad de luz constante la
velocidad de crecimiento aumenta al aumentar
la temperatura en todos los cultivos ensayados
menos en los de D. fertiolecta, en los que las
variaciones de temperatura no representan dife-

rencias significativas en el nimero de doblajes
por dia. Los valores méximos de k se obtienen
para todos los cultivos en la combinacién de luz-
temperatura de 80 umol m ?s'y 20°C.

La densidad celular final estd condicionada
por la velocidad de crecimiento y la duracién de
la fase logaritmica en cada uno de los diferentes
cultivos ensayados (Tablas I, II, IIl y IV). Las
densidades celulares maximas para T.suecica
(9.24 x 106 cel m1Y), D.tertiolecta (9.36 x 10° cel
ml") y P.tricornutum (48.32 x 10° cel ml?) se
obtienen a 20°C y 80 umol m?s™!. En los cultivos
de Lgalbana se alcanza la densidad celular
méxima a 16°C y 80 umol m™s (28.70 x 10° cel
ml"), aunque no existen diferencias significati-
vas con la alcanzada a 20°C y 80 umol m?s!
(26.59 x 10° cel ml).

Los contenidos en clorofilaay b o ¢ +c, por
unidad celular y volumen de cultivo se muestran
en las Tablas I, II, III, IV. Para una misma
temperatura el contenido celular de clorofilaay
b o ¢ +c, disminuye al aumentar la intensidad
luminosaenlas especies estudiadas, obteniéndose
los mayores contenidos celulares de pigmentos
paralas cuatro especies alaintensidad de luz mds
bajadelasensayadas. Enlos cultivos de 7. suecica
y D. tertiolecta los mayores contenidos en clo-
rofila a se obtienen en aquellos que crecen a 40
pumol m?s™'y 20°C, con valores de 1.99y 3.10 pg
cel” respectivamente. Los valores médximos de
clorofila aen I galbana (1.59 pg cel) y P. tri-
cornutum (0.64 pg cel) se obtienen en los cul-
tivos que crecen a 40 umol m?s? y 16°C. El
aumento en la cantidad de clorofila al disminuir
laintensidad delaluz es unarespuesta general de
las microalgas ante condiciones de baja ilumi-
nacién (DUBINSKY et al., 1986). Este mecanismo
fotoadaptativo es particularmente acusado enlos
cultivos de P. tricornutum. En esta especie los
cultivos que crecen a intensidad de luz baja
duplican sus contenidos celulares en clorofila a
y ¢,+c, con respecto a los valores obtenidos en
los cultivos que crecen a intensidad de luz més
alta.

Las producciones de clorofilaay b o ¢ +c,
por unidad de volumen de cultivo dependen
tanto del contenido celular en pigmentos como
de la densidad celular final obtenida en cada
cultivo, variando los valores obtenidos para cada
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TasLA 1. Velocidad de crecimiento, densidad celular y composicién de pigmentos fotosintéticos
obtenidos en los cultivos de T. suecica cultivada con diferentes temperaturas e intensidades de luz

16°C 20°C

40pE m?s!  80UE mZs?! 40pE m?s?  80UE m?s’!
vel. crecimiento (k) 0.22 0.32 0.37 0.46
dens.celular (cel 10°ml") 1.2840.11 2.12+0.38 4.09+0.22 9.24+0.25
clorofila a (pg cel?) 1.6310.09 1.60£0.12 1.994+0.27 1.43£0.24
clorofila a (mg ml™" 2.09+0.23 3.401+0.34 8.18+1.33 13.2442.07
clorofila b (pg cel) 1.0040.05 0.8520.08 0.8240.13 0.62+0.10
clorofila b (mg ml™) 1.28+0.26 1.7840.16 3.37£0.60 5.884+0.81

TasLa II. Velocidad de crecimiento, densidad celular y composicién de pigmentos fotosintéticos

obtenidos en los cultivos de D. fertiolecta cultivada con diferentes temperaturas e intensidades de luz

16°C 20°C

40uE m?2s!  80UE m2s! 40uE m?s!  80UE m?2s’!
vel. crecimiento (k) 0.24 0.36 0.27 0.35
dens.celular (cel 10°ml!) 2.05£0.13  3.7940.05 5.8440.17  9.36%0.66
clorofila a (pg cel ™) 2.36+0.15  2.11%0.09 3.10+£0.22  2.17+0.09
clorofila a (g ml™D 4.8310.07  8.01+0.23 18.11+0.89 20.25+0.72
clorofila b (pg cel'!) 0.641£0.04  0.4940.03 0.9440.06  0.59%0.05
clorofila b (ug ml!) 1.30£0.04  1.8340.08 5.53+0.36  5.51%0.83

TasLa III. Velocidad de crecimiento, densidad celular y composicién de pigmentos fotosintéticos

obtenidos en los cultivos de I. galbana cultivada con diferentes temperaturas e intensidades de luz

16°C

20°C

40uE m?2s!  80UE m2s!

40uE m2s!  80UE m2s!

vel. crecimiento (k)
dens.celular (cel 10°ml™!)
clorofila a (pg cel™!)
clorofila a (ug ml'D
clorofila ¢ +c, (pg cel™)
clorofila ¢, +c, (g ml™)

0.14 0.23
12.48+0.49 28.70x0.84
1.59+0.04  1.37£0.02
19.78+0.59 39.25+1.39
0.24£0.03  0.18%+0.01
2.95+40:25  5.0840.21

0.25 0.31
18.92+0.43 26.5910.67
0.96£0.06  0.7110.03
18.18+1.46  18.7510.62
0.13£0.01  0.10+0.01
2.39+0.22  2.6310.04
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TasLa IV. Velocidad de crecimiento, densidad celular y composicién de pigmentos fotosintéticos

obtenidos en los cultivos de P. tricornutum cultiv

luz

ada con diferentes temperaturas e intensidades de

16°C 20°C

40pE m2s!  8OPE m%s™ 40uE m%s'  8OPE ms™!
vel. crecimiento (k) 0.23 0.34 0.36 0.44
dens.celular (cel 10°ml™) 17.05£0.08 39.35+0.40 28.14+0.32 48.32%1.04
clorofila a (pg cel ™) 0.64+0.05  0.26+0.02 0.58+0.03  0.27+0.03
clorofila a (ug ml™" 10.8740.84 10.01£0.75 16.45+0.69 13.18+1.46
clorofila c,+c, (pg cel'h) 0.23+0.01  0.11+0.01 0.09+£0.01  0.05+0.005
clorofila ¢ +c, (Ug ml ™) 3.94+0.24  4.46%0.15 2.60+0.14  2.23%0.23

especie en funcion de estos dos pardmetros. Las
mayores producciones de clorofilaapor volumen
de cultivo para T.suecica (13.24 mg ml) y D.
tertiolecta (20.25 mg ml™) se obtienen a 80 imol
m2s!y 20°C. Para I. galbana la mayor produc-
cién de clorofila a (39.25 mg ml™") se obtiene en
los cultivos a 80 umol m2s” y 16°C, mientras
que en los cultivos de P.ricornutum los mayo-
res rendimientos de clorofilaa (16.45 mg ml?)se
obtienen a 40 pmol m?s™ y 20°C.

Los resultados obtenidos muestran que tanto
laluz como la temperatura afectan al crecimiento
de las microalgas marinas y a su composicion en
pigmentos fotosintéticos. Esta respuesta a los
factores ambientales depende no sélo de la
magnitud de la modificacion sino que existen
respuestas especificas en funcién de la especie
microalgal que sea sometida a dichas variacio-
nes.
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