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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the reproductive rhythm of
Nannochloropsis oculata using two experimental batteries and applying single doses
of 0.32 %o and 1 %o of F/2 Guillard, respectively; in salinities of 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15
%o, 10 %o and 5 %o, periods of 10 and 23 days and temperature of 25 °C. In a first
experiment, with 0.32 %o of F/2 Guillard, N. oculata presented a higher number of
cel/ml in salinities of 33 %0 and 25 %o, after 8 days of study, denoting the affinity of N.
oculata to reproduce with higher speed in that salinity range. The importance of the
use of F/2 Guillard was observed using 1 %0 because the microalgae has a similar
number of cel/ml (P<0.05) in saline concentrations of 33 %o, 25 %o, 20 %o and 15 %o
and similar concentration to microalgae grown with 0.32 %o F/2 Guillard in salinities of
33 %0 and 25 %o. The ability of N. oculata to reproduce in saline concentrations of 33
%o, 25 %o and 20 %o and low levels of nutrients was tested in a second experiment
which the results show a similar number of cel/ml between the saline treatments, in
both batteries, after 23 days of cultivation. Our results suggest that N. oculata can
reproduce with a low concentration of nutrients and that its metabolism may be
mediated by the catalysis of some proteins such as rubisco that serves as an

important reserve of nitrogen, sulfur and carbon.

Keywords: Battery, Salinity; Temperature; Nannochloropsis; Nutrient; Aquaculture

Bioeconomy
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el ritmo reproductivo de Nannochloropsis
oculata usando dos baterias experimentales y aplicando dosis unicas de 0.32 %o y 1
%o de F/2 Guillard, respectivamente; en salinidades de 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %o, 10
%o Y 5 %o, periodos de 10 y 23 dias y temperatura de 25 °C. En un primer experimento,
con 0.32 %o de F/2 Guillard, N. oculata presentdé mayor numero de cel/ml en
salinidades de 33 %o y 25 %o, a los 8 dias de estudio, denotando la afinidad de N.
oculata de reproducirse con mayor velocidad en ese rango de salinidad. La
importancia del uso de F/2 Guillard fue observada usando 1%. debido a que la
microalga presenta similar numero de cel/ml (P<0.05) en concentraciones salinas de
33 %o, 25 %o, 20 %o y 15 %o y similar concentracion a las microalgas cultivadas con
0.32 %o de F/2 Guillard en salinidades de 33 %o y 25 %0. La capacidad de N. oculata
de reproducirse en concentraciones salinas de 33 %o, 25 %o Yy 20 %o y niveles bajos
de nutrientes fue testado en un segundo experimento donde los resultados muestran
similar numero de cel/ml entre los tratamientos salinos, en ambas baterias, a los 23
dias de cultivo. Nuestros resultados sugieren que N. oculata puede reproducirse con
escaza concentracion de nutrientes y que su metabolismo puede estar siendo
mediado por la catdlisis de algunas proteinas como rubisco que sirve como una

importante reserva de nitrégeno, azufre y carbono.

Palabras claves: Bateria, Salinidad, Temperatura, Nannochloropsis, Nutriente,

Bioeconomia Acuicola

Karen Palacios Sdnchez



Capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en diferentes
concentraciones de salinidad vy aplicacion del Fertilizante F/2 Guillar.

INDICE
L8 o i | [N I3 1 P -1-
TN L0 X1 [0 ] R -2-
D] I3 1 [ @ AN I 1A -3-
AGRADECIMIENTO ...ttt e et e et e e e et s e e et e e e e aan e e e e aaa s -4 -
ABREVIATUR AS L. et e e e et e et e e et e et e e et a e e e eeaens -5-
LISTA DE FIGURAS ..ottt e et e ettt e e e e et e e e e et aeaaees -6-
LISTA DE TABLAS ..o e e et e e e et n e et e e aa e e eaa s -8-
N 1S T I ¥ A o P -9-
RESUMEN . ...t e e e et e et e e et e e e e e et e e et e e aaneeeeas -10 -
INDICE ..ottt ettt bt s et s et s ettt e sttt re st ne et s -11 -
1. INTRODUCCION. ...ttt ettt ettt e e ete e saeeeteeee e -14 -
2. L0 ] =] I AV @ 1S P -17 -
P20t R €= o = = | SRS -18 -
2.2, ESPECITICOS .ot -18 -
3. MARCO TEORICO ... e e e e e e e e e e eeeas -19 -
3.1. Generalidades de las MIiCroalgas ............ccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e - 20 -
3.2.  Genero NanNOChIOIOPSIS ......iiiiiii e -21 -
3.3. Clasificacion taxonomica de Nannochloropsis SpP. ............euuuveemiieiiemnvninnnnns -21-

Karen Palacios Sdnchez



Capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en diferentes
concentraciones de salinidad vy aplicacion del Fertilizante F/2 Guillar.

3.4. Nannochloropsis OCUIALA ...............uuuuuumiiiiiiiiiiiii s -21-
3.5. Captacion de energia por las microalgas: ..........ccceeeiveieeiiiieiiiiiii e eeeeeeeinns -23 -
3.6. Cultivos de MICroalga ........uuiiiieeeiiiieiic e eaaaes -23 -
3.7. Fases del crecimiento de los cultivos de microalgas ...........ccccceeeeeeeerennnnns -24 -
3.8, INULMENTES ...t - 27 -
3.9. Pardmetros de CUMIVO ........oooiiiiiiiiiiiie e -29 -
3.10. Acidos grasos en las miCroalgas ............co.eeveeveeveveeeeeeeeeeeieeeeeeeeee e, - 30 -
0 5 I o (0 111 ) (=TRSO -33-
3.12.  Pigmentos Clorofilianos. .............uuuuuiiiimiiiiiiiiiiiiiie - 33 -
3.13.  Pigmentos Carote€NOIUES .........coovvuuuuiiiiieieeeeeeeiicie e e e e e e e e e eeenans -34 -
3.14. La Ribulosa bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) ...................... - 38 -
3.15. Utilidad de [as MiICroalgas...............uuiiiiiieiiiiiiiiiee e -40 -
3.16. Medio de Cultivo GUIlIAId ...........ceeiiieiiiiiiiiiii e - 40 -
4 MATERIALES Y METODOS ...t e -42 -
N I |V [ o3 (o = [ - USSR -43 -
4.2, FI2 GUIAIT ... -43 -
4.3. Disef0o experimental ... -44 -
4.3.1. Experimento 1. Tratamiento dosis dependiente de salinidad y F/2 ........ -44 -
4.3.2. Experimento 2. Tratamiento tiempo dependiente de crecimiento........... -44 -
4.4, CONtEO CelUIAN .o - 45 -

Karen Palacios Sdnchez



Capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en diferentes
concentraciones de salinidad vy aplicacion del Fertilizante F/2 Guillar.

4.5. ANAIISIS €StadiStICOS ......cceeeeieeeeeeeeeeeeeeee - 46 -
5. RESULTADOS ...ttt et e e et e e et e e e e aa e e e eeeans - 47 -
5.1. Primer @XPeriMeENntO. ............uuuuuuuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiaieeee e -48 -
5.2, SeguNdO EXPEIMENTO. .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieibie bbb naaneee -51-
6. DISCUSION .ttt ettt e e ettt ettt a e e e e e e e e e erebb e e eeaeas -55-
6.1. Caracterizacion preliminar del eStudio............ooouviiiiiiiieeeiiiicie e - 56 -

6.2. Efecto de la salinidad y concentracién de F/2 Guillar sobre el ritmo de
crecimiento de Nannochoropsis OCUlAta ...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee - 56 -

6.3. Importancia del tiempo de cultivo y la concentracién de F/2 Guillard aplicada

en el cultivo de Nannochloropsis OCUlata.............cevvvvviiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee - 58 -
7. CONCLUSIONES ...t ettt e e e e e eea s -61-
8. RECOMENDACIONES. ... oottt ettt eeaaans -63 -
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooveieete e, - 65 -

Karen Palacios Sdnchez



Capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en diferentes
concentraciones de salinidad vy aplicacion del Fertilizante F/2 Guillar.

1. INTRODUCCION

— 14 -
Karen Palacios Sdnchez



Capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en diferentes
concentraciones de salinidad vy aplicacion del Fertilizante F/2 Guillar.

En la actividad de reproduccion de peces, es necesario ofrecer alimento con alto
contenido de nutrientes que favorezcan el neuro desarrollo de las larvas para obtener
alevines con una completa formacion de los diferentes sistemas, incluido el sistema
nervioso central, por ende, se garantiza mayor capacidad de sobrevivencia de los
alevines a ofrecer a las diversas granjas de engorde. En nuestro caso, en el
Laboratorio de Investigaciones Marinas y Acuicola (LIMA) de la Universidad Nacional
Autonoma de Nicaragua, Ledn (UNAN-LeonN), se investiga para reproducir al pargo
lunarejo en condiciones de cautiverio, es una especie carnivora y en sus primeros
dias de vida necesita alimento con alto contenido de proteinas y &cidos grasos
poliinsaturados para garantizar la completa formacion de sus tejidos, 6rganos y
sistemas. Es mas, debido a su instinto de cazador se alimenta de microorganismos
zooplantdnicos; por consiguiente, es importante producir alimento vivo zooplanténico
gue se alimenten con microalgas que sean capaces de producir esos nutrientes.
Algunas microalgas aportan polisacaridos, aminoacidos y proteinas que varian en
cantidad segun la especie, por lo que son implementadas como mezcla para
satisfacer todos los requerimientos nutricionales de organismos en cultivo (Lubzens
et al., 1995). Nannochloropsis oculata es una microalga que pertenece a la clase
Eustigmatophyceae, se caracteriza por ser unicelular, con formas sub-esféricas o
cilindricas y miden entre 2 y 4 mm, contiene clorofila “a” y otros pigmentos como
astaxantina, zeaxantina y canthaxantina. Los cloroplastos, presentan coloracién de
amarillo al verde (Guiry, 2013). Este género agrupa especies que contienen la mayor
cantidad de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), especialmente acido
eicosapentaenoico (EPA), acido araquidénico (ARA), docosahexaenoico (DHA) de
gran importancia en la nutricion y desarrollo de larvas de organismos marinos
(Sanchez-Torres et al., 2008). El alto contenido de acidos grasos poliinsaturados que
posee N. oculata y su tolerancia a los cambios ambientales, hace que esta especie
sea ampliamente utilizada para nutrir rotiferos en las actividades de larvicultura de
peces marinos. Se sabe que Nannochloropsis oculata cultivada en ambientes
abiertos, con una temperatura entre 12-15 °C y concentracion salina de 28-30 %o ha
presentado concentraciones promedio de hasta 115 x 10° cel/ml, mientras que a

temperatura mayor a 20 °C presenta valores de concentracion entre 46 y 60 millones
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de cel/ml (Persico et al., 2011). En ambientes abiertos con temperatura de 31 °Cy 25

%o de salinidad se han obtenido concentraciones de 75 X 106 cel/ml.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad reproductiva de
Nannochloropsis oculata aplicando dosis unicas de 0.32 %o y 1 %0 de F/2 Guillard, en
salinidades de 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %o, 10 %0 ¥ 5 %o, periodos de 10 y 23 dias y

temperatura de 25 °C.
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2.1. General

Evaluar el ritmo reproductivo de Nannochloropsis oculata usando concentraciones de
0.32 %0 ¥ 1 %0 de F/2 Guillard, en diferentes concentraciones salinas y periodos de

tiempo.

2.2. Especificos

1. Analizar el ritmo reproductivo de Nannochloropsis oculata usando
concentraciones de 0.32 %o y 1 %0 de F/2 Guillard en salinidades de 33 %o, 25
%o, 20 %o, 15 %o, 10 %o y 5 %o, durante un periodo de 10 dias a temperatura de

25 °C y luminosidad constante de aproximadamente 250 ymol E/m2 /s.

2. Determinar el ritmo reproductivo de Nannochloropsis oculata usando
concentraciones de 0.32 %o y 1 %0 de F/2 Guillard en salinidades de 33 %o, 25
%o, 20 %o durante un periodo de 23 dias a temperatura de 25 °C y luminosidad

constante de aproximadamente 250 ymol E/m2 /s.
3. Comparar el comportamiento reproductivo de Nannochloropsis oculata entre

los medios que contienen diferentes concentraciones de salinidad, F/2 Guillard

y durante los periodos de 10 y 23 dias de cultivo.
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3.1. Generalidades de las microalgas

Las microalgas son organismos fotosintéticos que aportan polisacaridos,
aminoacidos, enzimas y proteinas para satisfacer todos los requerimientos
nutricionales de organismos en cultivo como peces y crustaceos (Barrera et al.,
2003). Estos microrganismos contribuyen en los ecosistemas acuaticos porque son
el primer eslabon de la cadena alimentaria. Por tal razén, son el inicio del flujo
energético en los ecosistemas. Ademas, juegan un papel importante en el equilibrio
oxigeno-carbono a nivel mundial debido a su alta eficiencia fotosintética (Hernandez
Reyes et al., 2012).

Los cultivos de las microalgas se ven afectados por nutrientes, la intensidad de la luz,
oxigeno, el pH, diéxido de carbono la salinidad, la temperatura y la presencia de
depredadores; siendo la luz, el factor principal debido a que activa las diversas rutas
metabolicas para la formacién de nutrientes debido a la presencia de clorofila, razén
por la cual deben distribuirse en la zona foticas. Por lo tanto, se establecen patrones
de productividad primaria que varian por la disponibilidad de luz y nutrientes
(Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

Los nutrientes varian segun la especie. Pueden ser macronutrientes como el carbono
(C), oxigeno (0O), hidrégeno (H), fésforo (P) y nitrdgeno (N) o micronutrientes como el
hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), cobalto (Co) y manganeso (Mn) y vitaminas (Ortiz-
Moreno et al., 2012).

Segun la clasificacién taxondmica, se han identificado las siguientes especies de
fitoplancton: Cyanophyta (cianobacterias), Pyrrophyta (dinoflagelados), Rhodophyta
(algas rojas), Euglenophyta, Xanthophyta, Raphidophyta, Chlorophyta (algas verdes),
Cryptophyta, Chrysophyta, Eustigmatophyta, Tribophyta, Phaeophyta, Prasinophyta,
Glaucophyta y Bacillariophyta (diatomeas) (Volkman, 2016). Estos también se
pueden clasificar segun el tamafio en picoplancton (0,2-2 um), nanoplancton (2-20
um) y microplancton (>20 um) (Lopez-Fuerte et al., 2015; Ruiz, 2016), siendo el
nanoplancton el principal productor primario en los ambientes marinos, (Moreno et

al., 2012; Navarro-Vargas et al., 2014). Otros aspectos son la forma, tamafio, color y
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motilidad y la presencia y ubicacién de estructuras celulares como flagelos, pared
celular, nucleo, cloroplastos y tipo de pigmento que contengan dependiendo del grupo

taxonomico al que pertenecen (Bux, 2013).

3.2. Genero Nannochloropsis

Se diferencian del resto de las microalgas debido a que poseen clorofila a y carecen
de clorofila b y clorofila c. Estas microalgas pueden acumular altas concentraciones
de pigmentos como astaxantina, zeaxantina y cantaxantina (Lubian et. al., 2000). Se
caracterizan por ser microalgas unicelulares, poseen formas sub-esféricas o
cilindricas que miden de 2 a 4 micras de diametro (um). No tienen flagelos y son
facilmente adaptables a condiciones ambientales diferentes y sus cloroplastos van
del color amarillo al verde, (Guiry et al., 2013).

3.3. Clasificacion taxonémica de Nannochloropsis sp.
Hibberd (1981), fue el primero en clasificar este género:
» Reino: Chromista
Phylum: Heterokontophyta
Clase: Eustigmatophyceae
Familia: Monopsidaceae

Género: Nannochloropsis

YV V V V V

Especie: Nannochloropsis oculata

3.4. Nannochloropsis oculata

Es una microalga alga verde unicelular que se puede encontrar tanto en el ambiente
marino como en ambiente de agua dulce (Hibberd, 1981).

N. oculata presenta cloroplasto, este presenta laminillas paralelas que estan
formadas por tres tilacoides. Contiene una fuente de clorofila a y pigmentos como:
zaexantina, cataxantina y astaxantina (Lubian et. al., 2000). Otros investigadores
consideran que el principal pigmento que posee es la Violaxantina (Whittle et al.,

1975). Su envoltura esta formada por cuatro membranas, de las cuales 2 exteriores
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corresponden al reticulo endoplasmico (Lubian, 1982). Nannochloropsis oculata tiene
la capacidad de convertir una porcioén significativa de su biomasa (hasta 60% en peso
seco) en lipidos (Van Vooren et al., 2012).

N. oculata es muy importante para la acuicultura porque se reproducen muy rapido
contienen proteinas, varios pigmentos y poseen acidos grasos que no se encuentran
en otros tipos de fitoplancton (Fawley, 2007). La mayor cantidad de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS), especialmente acido eicosapentaenoico (EPA), acido
araquidénico (ARA), docosahexaenoico (DHA), que son de gran importancia en la
nutricion de animales marinos, especialmente para el crecimiento y desarrollo de
larvas de peces, moluscos y crustaceos (Sanchez-Torres et al., 2008; Otero et al.,
1997; Brown et al., 1999; Volkman et al., 1993).

En la acuicultura N. oculata es cultivada debido a su alto contenido y produccién de
lipidos, por ser una de las pocas especies cultivadas a gran escala, por su alto
rendimiento y bajo costo. Esta microalga es ofrecida como fuente de alimento al
rotifero (Brachionus plicatilis) para su enriquecimiento, el cual transfiere los acidos
grasos poliinsaturados a larvas de peces marinos (Sukenik, et al., 1993; Hoshida et

al., 2005) a través de la alimentacion con rotiferos (Cheng-Wu et al., 2001).
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Figura 1. Nannochloropsis oculata. (LIMA 2020).
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3.5. Captacion de energia por las microalgas:

Las microalgas tienen la capacidad de absorber energia de la luz solar y es capaz de
transformarla en energia quimica (ATP y NADP). En las microalgas estas reacciones
ocurren en los fotosistemas. (Kim et al., 2013).

Las microalgas para realizar el proceso de fotosintesis utilizan longitudes de ondas
entre 400 y 700 nm. Las microalgas de color verde a través de la clorofila absorben
rangos de entre 450 a 475 nm y 630 a 675 nm, y entre 400 a 550 nm para los
carotenoides. La luz roja (600-700 nm) y la luz azul (400-500 nm) son longitudes que

estimulan el crecimiento y el contenido de lipidos en las microalgas y pueden llegar
a variar dependiendo de la intensidad de la luz. (Kim et al., 2013).
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Figura 2. Espectro de absorcién de los pigmentos fotosintéticos Geraldo y Guevara (2021).

3.6. Cultivo de microalga

Para cultivar microalgas se debe contar con un sistema a pequefia escala
previamente preparado donde se establezcan condiciones Optimas de crecimiento

segun la especie, para que crezcan de manera exponencial (Das et al., 2015).
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Las microalgas por ser organismos fotosintéticos dependen directamente de las
variaciones en la intensidad de luz. La presencia de luz y nutrientes en cantidades
suficientes favorece la fotosintesis y permite el desarrollo de biomasa. Por
consiguiente, en dependencia de las condiciones ambientales, en los cultivos algales
se pueden activar diversas rutas metabodlicas que propician la produccién de
pigmentos, lipidos, carbohidratos, proteinas, minerales y vitaminas, asi como
compuestos de interés econdmico para las industrias. Estos compuestos, incluidos
acidos grasos, enzimas, p-carotenos, flavonoides, ficobilinas, polisacéridos, tocoferol,
astaxantina y otros pigmentos; se utiliza en las industrias farmacéutica, cosmética y
la industria alimentaria para la nutricidn humana y animal (Hernandez-Pérez y Labbé,
2014; Trentacoste et al., 2015).

Los cultivos de las microalgas no presentan grandes dificultades, pero si requieren
de una serie de factores que deben tomarse en cuenta debido a que son organismos
vivos que deben ser, analizados y/o evaluados. Por tanto, las condiciones principales
que influyen en la productividad de biomasa y lipidos son la temperatura (Sukenik et
al. 2009), la salinidad (Pal et al. 2011, Su et al. 2011), la disponibilidad de nutrientes
(Rezanka et al. 2011, Yeesang y Cheirsilp 2011, Yuan et al. 2011) y la intensidad de

la luz (Simionato et al. 2011).

3.7. Fases del crecimiento de los cultivos de microalgas

Las microalgas se reproducen principalmente por division celular, en la mayoria
binaria, a partir de la cual crecen rapidamente cuando se inoculan en un medio de
cultivo, en condiciones ambientales adecuadas (Arredondo y Voltolin, 2007). Para
evaluar el crecimiento de las microalgas se utilizan criterios poblacionales como la
tasa de crecimiento, por tanto, las fases de crecimiento para las microalgas inciden

en el contenido de células de microalgas, la biomasa y la composicién bioquimica.

a) Fase de adaptacion: En esta fase el numero de células no aumenta por lo

gue podria hasta llegar a reducirse en niumero con respecto al inéculo inicial (Romo,
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2002; Fogg y Thake, 1987). Este retraso en el crecimiento puede deberse a un
periodo de adaptacion fisiologico debido a cambios en las condiciones de nutricion o
cultivo (Lee y Shen, 2004). Por lo tanto, las microalgas requieren de aclimatacion para
adaptarse a su nuevo entorno acuatico antes de que comiencen a multiplicarse
nuevamente (Rodriguez, 2006; Morales y De Velotti, 1990; Richmond, 1986).

b) Fase exponencial: Durante la fase de crecimiento, las células crecen y se
dividen exponencialmente en funcidn de los nutrientes, intensidad de luz y
temperatura (Lee y Shen, 2004). Esta fase puede ocurrir del segundo al tercer dia
después de la inoculacion y durar hasta el cuarto dia (Rodriguez, 2006; Coll, 1991,
Morales y De Velotti, 1990).

C) Fase de retardo de crecimiento: A medida que el cultivo va creciendo,
empieza el agotamiento de los nutrientes, el pH y otros factores cambian como
resultado del crecimiento exponencial de la densidad celular de las microalgas, lo que
ralentiza la tasa de division celular (Rome, 2002; Fogg, y Thake, 1987). En esta fase,
la densidad de cultivo alcanza su pico maximo de crecimiento. Esto se debe a la
disminucién de nutrientes, el aumento de las concentraciones de metabolitos y la
reduccion de la actividad fotosintética debido a la disponibilidad de luz por el
crecimiento de la densidad celular. Por consiguiente, en esta etapa, las microalgas
alcanzan la mayor densidad poblacional, disminuye la sintesis de proteinas y
aumenta la sintesis de productos de reserva como carbohidratos y lipidos. Por tanto,
alcanza el mayor valor nutricional para ofrecer a las larvas de peces u otros

organismos acuaticos. (Chinchayan 1996; Hoff kaj Snell, 1993).

d) Fase estacionaria: Durante esta fase, el numero de células alcanzadas se
mantiene constante en el tiempo, el crecimiento celular y muerte se equilibran en el
cultivo de las microalgas. Esta etapa puede durar semanas o meses (Roma, 2002;
Fogg y Thake, 1987). En el medio de cultivo, los nutrientes practicamente estan
agotados y hay un aumento del pH (8-9). Se acumulan sustancias toxicas como el
NHs y no pueden captar los fosfatos (por el alto pH). Por otro lado, al incrementar la
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concentracion de microalgas disminuye el valor de turbidez llegando menos luz a las
microalgas, por ende, la divisidn celular es menor, el crecimiento poblacional no
ocurre debido a cambios fisicoquimicos en el medio, y la tasa de crecimiento es

compensada por la muerte celular (Richmond, 1986).

e) Fase de muerte: En la fase de muerte se produce una degradacion de la
calidad del agua debido al aumento de los desechos metabdlicos, el agotamiento de
los nutrientes, la falta de Oz y los cambios en el pH que hacen que las células y los
pigmentos fotosintéticos envejezcan, lo que lleva a la muerte celular. Bajo estas
condiciones, las células de microalgas tienen muy poco valor nutricional para larvas
de peces y zooplancton. (Arredondo y Voltolina, 2007; Chinchayan 1996; Hoff y Snell,
1993; Richmond, 1986).

& c d

Densidad
Celular b

Tiempo

(a) - Fase de Adaptacion

(b) - Fase de Crecimiento Exponencial

(¢) - Fase de Declinacion Relativa de Crecimiento
(d) - Fase Estacionaria

(e) - Fase de Muerte

Figura 3: Curva de crecimiento de cultivo de microalgas. Modificado de Fogg y Thake, (1987).
Tomado de Zare Vergara (2018).
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Las diferentes etapas de la curva de crecimiento, representan el comportamiento de
cultivo de las microalgas a las condiciones ambientales a las que son sometidas. Con
la ayuda de esta curva, facilita calcular la tasa de crecimiento, tiempo de reproduccion
de las microalgas, nimero de superposiciones por unidad de tiempo y productividad
de los cultivos. Sin embargo, es posible que, en algunos casos, dependiendo de las

condiciones de cultivo, no sea posible distinguir las fases. (Barsanti y Gualtieri, 2014).

3.8. Nutrientes

Desde mediados del siglo XX se sabe que las microalgas son eficientes en la
remocion de nitrégeno y fosforo en aguas residuales (Hammouda O, 1995; Abdel-
Raouf N, 2012; Park, 2010). Esto se debe a que son nutrientes esenciales en la
formacion de biomasa (Georgakakis, 2011). Por tanto, en los cultivos en laboratorios
se aplican fertilizantes en donde los nutrientes influyen en la composicién bioquimica
de las células y la velocidad de crecimiento del cultivo. Estos nutrientes importantes

son:

a) El carbono (C): es el macronutriente mas importante, forma parte de la
estructura de los carbohidratos que pueden ser estructurales (pared celular) y
de reserva (cloroplastos) en condiciones de limitacion de nutrientes o de
saturacion de luz (Ledn-Saiki, 2018). Las microalgas pueden emplearse como
fuente de carbono: tomando los iones bicarbonato (HCO3™) con la ayuda de la
anhidrasa carbdnica, enzima que tiene la funciéon de acumular hasta 20 veces
mas del carbono inorganico que se encuentra en el medio y el CO:2 presente
en la atmaosfera. Por consiguiente, constituye el 50% de la biomasa microalgal.
El CO2 que se ofrece en los cultivos mediante aireacion facilita la mezcla del
cultivo, impide la sedimentacion celular, favorece la exposicion de las células
a la luz y a los nutrientes y mejora el intercambio de gas entre el medio de

cultivo y el aire (Olivares, 2010).
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b) El nitrégeno (N): después del carbono es considerado un nutriente muy
importante para las microalgas. Las microalgas pueden tomar nitrogeno del
medio en forma de urea, amonio, nitrato, nitrito, nitrdgeno molecular y 6xidos
de nitrégeno (NOX) (Ruiz, 2011). El nitrégeno contribuye a la produccion de
biomasa microalgal. Cuando el nitrégeno se agota o deja de suministrarse, el
crecimiento celular disminuye debido a que no se almacena en el interior
celular, siendo un componente esencial para la regulacion del contenido
lipidico, proteinas, enzimas, clorofilas, moléculas de transferencia de energia,
material genético y otros constituyentes celulares (Sanchez-Varo, 1995;
Barsanti y Gualtieri 2014). Sin embargo, en exceso puede también disminuir

el crecimiento celular (Park, 2010).

C) El fosforo (P): Juega un papel fundamental en la formacién de acidos
nucleicos y transferencia de energia, en la biosintesis de las membranas
celulares constituidas por fosfolipidos, por lo que se requiere para la division
celular (Butusov y Jernelév, 2013). El suministro de fosforo influye en la
composicién de la biomasa producida, especialmente en el contenido de
lipidos y carbohidratos. (Richmond, 2004). Existen factores que pueden influir
en la captacion de fosfatos por parte de las algas como son: ausencia potasio,
magnesio o sodio y un pH alto o bajo. La limitacion de fésforo puede afectar
importantemente en el desarrollo de las microalgas (Ruiz, 2011).

d) Oxigeno (O2): La aplicacion de oxigeno a los cultivos debe ser
controlada, debido a que altas concentraciones de oxigeno pueden inhibir la
fijacion de carbono por parte del enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo). Esta inhibicion puede ser influenciada por
alta incidencia solar, temperatura y CO2. La produccion fotosintética de
oxigeno en cultivos de alta densidad puede alcanzar hasta 40 mg L™, de modo
gue mediante la radiaciéon adecuada pueden llegar a desarrollarse radicales

libres de oxigeno, los que serian téxicos para las células y provocar dafios en
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sus membranas. Mediante el aumento de turbulencia y burbujeo de aire se

puede disminuir la presion parcial del oxigeno en el cultivo (Ruiz, 2011).

Ademas del C, N y P, hay otros elementos que son necesarios en el cultivo de
microalgas como son los macronutrientes (S, K, Na, Fe, Mg, Ca) y los micronutrientes
o elementos traza (B, Cu, Mn, Mo, Zn, V y Se). Los elementos traza son muy
importantes en las reacciones enzimaticas y en la biosintesis de compuestos para el
metabolismo celular. Similar al Fésforo, muestran una afinidad por otros compuestos
del medio y precipitan. Para evitar este problema, estan incluidos en los medios de
cultivo agentes quelantes de metales como el EDTA (Cota, 2019). Algunos
investigadores afirman que la captacion de nutrientes por parte de las microalgas se
ve influida por la relacién N: P, lo que producird un mayor crecimiento y toma de
nutrientes (Ruiz, 2011). Asimismo, se ha reportado que en escases de nutrientes los
cultivos de microalgas tienden a la acumulacion de lipidos, siempre que haya luz y
COz2 disponible (Khozin-Goldberg y Cohen, 2006; Rodolfi y Zittelli, 2009).

3.9. Parametros de cultivo

a) Temperatura: Es un factor importante que debe ser controlado constantemente,
puesto que puede afectar a la composicion bioquimica de las células y a la
cantidad de lipidos (Suh y Lee, 2003). Por consiguiente, se debe establecer
rangos de temperatura Optima, entre 16 y 27 °C favorables a la especie de
microalga que se esté cultivando, para favorecer la tasa de crecimiento.
Dependiendo de la especie a cultivar, este intervalo de temperatura puede ser
modificado, existiendo especies mucho mas tolerantes a este factor que otras
(Desmidt et al., 2015).

b) lluminacion: Parametro esencial para el crecimiento de las microalgas. Las
microalgas utilizan un rango de luz conocido como radiacion fotosintética activa
(PAR), longitud de onda entre 300 y 700 nm, correspondiendo al 40% de la

radiacion total del sol para el proceso de la fotosintesis. Esto nos indica que el
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crecimiento de los microorganismos fotosintéticos es proporcional a la intensidad
de luz recibida. Este valor maximo es caracteristico de cada especie de
microalga (Wehr, 2007).

c) pH: El rango de pH depende para cada especie de microalga, el cual influye en
su metabolismo. Existen microorganismos neutrofilos, se denominan asi, porque
el valor de pH apenas se encuentra por encima de la neutralidad. Sin embargo,
en sistemas de cultivo cerrados, puede ser variable por el consumo de nutriente
y CO2. En dichas circunstancias, y para evitarlo, ya que valores de pH altos
inhiben el crecimiento celular, se suele emplear disoluciones tampon tal como el
fosfato, que funcionan en el rango de valores de pH préximos a 7 (Qiu et al.,
2017).

d) Agitacién: Con una adecuada aireacion y agitacion se evita que las microalgas
se adhieran a las paredes del recipiente y sedimenten. Asimismo, facilita la
homogenizacién de los nutrientes, una correcta exposicion a la luz, control del
pH y la eliminacion de gradientes térmicos. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta la agitacion, ya que esté relacionada con la productividad microalgal. Una
excesiva agitacion, ya sea con agitadores o con burbujeo, podria provocar un
25% de estrés hidrodinamico, lo que conllevaria a una gran disminucién en la

tasa de crecimiento (Suh y Lee, 2003).

e) Salinidad: La salinidad es un pardmetro muy importante en los cultivos de
microalgas debido a que influye en la acumulacién de algunos productos, como
el glicerol y el B-caroteno. Las concentraciones altas de salinidad pueden
aumentar el contenido de -caroteno en D. salina y los aminoacidos esenciales
de metionina y fenilalanina en las cianobacterias Aphonethece halophytica
(Brown et al., 1989). Otros investigadores han reportado que la salinidad también

puede inhibir el crecimiento de Nannochloropsis sp. (Pal et al. 2011).

3.10. Acidos grasos en las microalgas
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En las microalgas encontramos lipidos que son ésteres de glicerol que se obtienen a
partir de acidos grasos de cadenas de 14-20 carbonos (C), Estos juegan un papel
muy importante de sefalizacion intracelular y almacenamiento de energia. Su
composicién y cantidad de lipidos dependen directamente de las especies microalgas
y sus condiciones de cultivo. La biosintesis de acidos grasos en las microalgas es
similar al de las plantas superiores, por presentar caracteristicas similares como
genes y enzimas de origen vegetal y algal. (Safi et al., 2014). Los lipidos se dividen
en lipidos neutros (triacilglicéridos, colesterol) y lipidos polares (fosfolipidos,
galactolipidos). (Huang et al., 2010; Hu et al., 2008) Los triacilglicéridos (TAGS) son
un tipo de lipido de tres acidos grasos unidos a un esqueleto de glicerol. (Huang et
al., 2010; Hu et al., 2008; (Maity et al., 2014). Para el caso de algunas especies de
microalgas como Chlorella vulgaris y N. oculata, los TAGs son almacenados en una
gota densa en el citoplasma y en el espacio inter-tilacoide del cloroplasto. (Safi et al.,
2014)

Nannochloropsis oculata, contiene acidos grasos poliinsaturados tales como EPA,
DHA y ARA, acidos grasos importantes para la nutricibn de animales y humanos
(Drevon et al., 1993; Simopoulos, 1999), esta microalga es una fuente alternativa que
genera estabilidad por sus compuestos antioxidantes a través de los carotenoides y
vitaminas en comparacion con las fuentes de pescado, ademas, los lipidos en las
microalgas estan bioencapsulados por sus paredes celulares lo cual ayuda a prevenir

su oxidacion (Patil et al., 2007).

Karen Palacios Sdnchez



Capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en diferentes
concentraciones de salinidad vy aplicacion del Fertilizante F/2 Guillar.

0,

Luz

H,0

Figura 3. Esquema que describe la biosintesis de lipidos en microalga. Figura tomada de
Orduz Diaz (2015)

La energia que contienen los fotones presentes en el flujo luminoso permite que se
realiza la oxidacion catalitica de la molécula de agua en donde se separa para liberar
O2, y ademas se obtienen como producto ATP y NADPH. El CO: es fijado como
proteinas, carbohidratos y lipidos. En los lipidos de las microalgas, las moléculas de
carbono son transformadas para producir almidén y acetil-CoA en el cloroplasto, las
moléculas de acetil-CoA son carboxiladas y son sometidas a ciclos de adicion
descarboxilativa y B-reduccion para realizar la sintesis de los acidos grasos.
Posteriormente, los acidos grasos son secuencialmente transferidos con accién de
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) para la posterior formacion de triacilglicerol (TAG). (Hu
et al., 2008; Fischer et al 2008).
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3.11. Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso donde se capta energia luminosa del sol y la transforma
en energia quimica, siendo el adenosin trifosfato (ATP) la primera molécula donde se
almacena la energia (Krause y Weis, 1991). Este proceso se realiza en los
cloroplastos, los cuales estan formados por estroma y es el sitio donde se alojan las
enzimas que se encargan de transformar al CO2 que obtiene del ambiente, en materia
organica. Los cloroplastos tienen estructuras cilindricas aplanadas que se les llama
tilacoides, que al acumularse son llamados granas (conjunto de tilacoides). La
membrana de los tilacoides contiene: cadenas transportadoras de electrones, una
ATP sintetasa y un sistema fotosintético de absorcion de la luz con sus pigmentos

fotosintéticos (pigmentos Clorofilianos y pigmentos carotenoides). (Prince y Kheshgi,
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Figura 4. Proceso de la fotosintesis. Tomada de Menéndez Valderrey (2015).

3.12. Pigmentos Clorofilianos
La clorofila es un pigmento fotosintético primario, se encarga de captar la luz emitida
por el sol, absorbiendo las longitudes de ondas del violeta, azul, anaranjado-rojizo,

rojo y pocas radiaciones de las longitudes de onda intermedias, verde-amarillo-
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anaranjado (Prince y Kheshgi, 2005). La clorofila es un tetrapirrol, estos estan
formados por un anillo de porfirina que se enlaza a una cadena larga de
hidrocarburos. Se diferencian de los citocromos por el ion Mg+2 que lleva en el centro
de su estructura (figura 5) (en lugar de un atomo de Fe) y que tiene un anillo adicional
de cinco CHs (Lodish et al., 2000).

Existen clorofilas a, b, ¢, d y e, siendo la clorofila “a” y “b” los dos pigmentos
fotorreceptores mas importantes. Por su estructura estos captan la emision luminosa
de la region del rojo y el azul; por tal razén, algunas microalgas y las plantas son de
color verde. Las clorofilas presentan una estructura de dobles enlaces conjugados.
La presencia de estos sistemas conjugados es lo que permite a este pigmento la
capacidad de absorber luz visible. (Ascon y Talon, 2008).

Existe una diferencia entre la clorofila “a” y “b” por el grupo de carbono tres (C3); para
clorofila “a” la estructura presenta metilo (-CH3) y para clorofila “b” tiene aldehido (-

CHO) (Salisbury y Ross, 2000).

Clorofila a: R = CH,
Clorofila b: R = CHO

Figura 5. Estructura que comparada con la clorofila a y b, la que se diferencia en el radical
aldehido (CHO). Tomada de Ezquerra-Brauer y Chan-Higuera (2021)

3.13. Pigmentos Carotenoides
Los carotenoides son pigmentos que producen los organismos fotosintéticos, asi

como algunas especies de hongos, bacterias y levaduras. Los pigmentos
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carotenoides pueden ser sintetizados solamente por levaduras, fitoplancton y las
plantas, en el caso de los peces los consumen a través de la cadena trofica.

Los pigmentos carotenoides son compuestos liposolubles, derivados del licopeno. Se
caracterizan por presentar cadenas insaturadas de 40 carbonos (C40) en su
estructura (Martinez, 2010). Se distinguen por presentar en los extremos anillos en
los carbonos. Los carotenoides obedecen a la clasificacion de tetra-terpenoides, que
contienen dobles enlaces conjugados (Sy y col.,, 2015). Las caracteristicas
estructurales de los carotenoides les confieren atributos de versatilidad en su
funcionalidad y aplicacion (Sy y col., 2015). Existen dos tipos de carotenoides:

a) Carotenos: son carotenoides hidrogenados porgue estan formados por carbono
e hidrogeno (B-caroteno, licopeno, etc.) y su formula empirica CaoHss (Martinez,
2010)

b) Xantofilos: son carotenoides que contienen funciones oxigenadas como
(aldehido, acido carboxilico, hidroxi y otros), puede ser aciclicos o contener un
anillo de seis carbonos, cinco, a uno 0o ambos extremos de su estructura

molecular (Martinez, 2010).

Dentro de las xantofilas tenemos los pigmentos Zeaxantina, Astaxantina,
Cantazantina y Violaxantina. (Goodwin, 1960; Bjerkeng et al. 1992). La funcién
fotosintética principal de los carotenoides es proteger el aparato fotosensible
mediante dispositivos de disipacion y extincion de energia (Ascon-Bieto
y Talon, 2008).

Los carotenoides principales de origen marino con la funcion de actuar como
antioxidante son la astaxantina (3.3'-dihidroxi-4.4'-diceto-(caroteno), cantaxantina
(4.4'-diceto-(caroteno) y el B-caroteno. También es posible encontrar, aunque en
menores concentraciones zeaxatina, luteina y otros compuestos caratenoides (Hata
y Hata, 1973). La Astaxantina es el pigmento considerado el mas potente

antioxidante, en comparacién con otros carotenoides (Gammone et al., 2015). La
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cantaxantina actiia como un intermediario en la sintesis de astaxantina, también es
utilizado como suplemento alimenticio y como aditivo, por su actividad antioxidante.
La Zeaxantina es un pigmento que su funcion es la de proteger a la planta contra la
radiacion solar; esta misma propiedad resulta util para proteger la retina humana de
las radiaciones ultravioleta del sol y enfermedades oculares (Ziegler, 1991; Mayne,

1996), por su actividad antiinflamatoria y antioxidante. (Olmedilla-Alonso et al. 2007).
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Figura 6. Estructura quimica del betacaroteno, equinenon, cantazantina, astaxantina y
Zeaxantina. Algunos carotenoides comunes en peces. Tomado de Meyers, (2000).

Algunos animales marinos son asociados a coloraciones naranjas intensas en sus
musculos (salmoénidos) o en sus exoesqueletos (crustaceos), debido a que presenta
pigmentos Xantofilos caracteristico tales como la cantaxantina y astaxantina
(Bjerkeng et al. 1992; Storebakken y No 1992). Asimismo, hay organismos incapaces
de sintetizar carotenoides, por tanto, estos pigmentos son ingeridos en las dietas
ofrecidas (obtenidos de organismos productores en la cadena trofica) y almacenados
para su posterior utilizacion. La capacidad para convertir los carotenoides dietarios
en astaxantina por los organismos acuaticos se da por tres categorias generales
(Meyers y Chen 1982).
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1. Los salmoénidos o del tipo” sea bream” (salmon, trucha, sea bream, red sea
bream) son organismo que no tienen la capacidad de poder oxidar el anillo B-
ionone y deben consumir derivados oxigenados especificos como
astaxantinaen en dietas preparadas.

2. Del tipo carpa (goldfish, carpa roja, fancy red carp, golden-yellow carp). Son
organismos que si son capaces de oxidar las posiciones 4 y 4' del anillo 8 -

lonone y pueden convertir la zeaxantina de la dieta ofrecida astaxantina.

3. Los crustaceos (camarones) son organismos que tienen la capacidad
de oxidar las posiciones 3y 3'y 4 y 4' del anillo B-ionone del B-caroteno y

pueden convertir B-caroteno, zeaxantina o intermedios a astaxantina.
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Cantafcantma I
Astax!mtina
1
: [ _
[ ]
Zeaxantina Luteina
~ ”
~ r
Peces . Cantaxantina
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Figura 7. Carotenoides y pigmentacién en especies acuaticas. Tomado de Meyers, (2000).
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Algunos autores, han demostrado que astaxantina tiene propiedades de prevencion
del cancer y promueve el incremento de la respuesta inmune e inhibicion de los
radicales libres. Por lo tanto, es usada en la industria alimenticia y farmacéutica. La
concentracion media de carotenoides en las algas oscila entre el 0.1-2% de su peso
seco; sin embargo, algunas especies acumulan cantidades mucho mas altas bajo
ciertas condiciones. Un ejemplo de esto es Dunaliella salina, que acumula hasta un
14% de B-caroteno bajo ciertas condiciones de estrés nutricional, alta salinidad y alta

luminosidad (Borowitzka et al., 1984).

3.14. LaRibulosa bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo)

RuBisCo es una enzima responsable de la conversion de COzinorganico en carbono
organico, es probablemente la proteina mas abundante de la Tierra (Ellis, 1979). Se
encuentra distribuida entre casi todos los organismos fotosinteticos, incluyendo
bacterias quimioautroficas, cianobacterias, algas y las plantas superiores. En los
organismos eucariotas se localiza en el estroma del cloroplasto, y en organismos
procariotas en el citoplasma (Ferreira y Teixeira, 1992).

La enzima RuBisCo, cataliza en la primera reaccion del ciclo de Calvin (figura 9),
siendo la responsable del proceso de la asimilacion fotosintética y de la incorporacion
de carbono del medio ambiente (Ferreira et al., 2000). La Rubisco carboxila RuBP
(azucar de 5 C) con diéxido de carbono (CO2) atmosférico produce 2 moléculas de
un &cido carboxilico de 3 C [3-fosfoglicerato (PGA)]. Este acido carboxilico se reduce
para formar carbohidratos y una parte del esqueleto carbonado se usa para regenerar
RuBP Ademas de la carboxilacién, la Rubisco también es capaz de catalizar la
oxigenacion de RuBP (Calvin, 1956).

-2
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Figura 8. Reacciones de la Rubisco. A: carboxila RuBP en presencia de COz. B: catalizacion
de la oxigenacion de RuBP. Tomada deGarcia Murria (2006)
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En plantas superiores, la Rubisco se acumula en los cloroplastos durante el
crecimiento y desarrollo de los 6rganos fotosintéticos sin sufrir cambio. Asimismo,
durante el envejecimiento o bajo estrés ambiental la Rubisco sufre una degradacion
favoreciendo la movilizacion de nitrogeno hacia tejidos de reserva u érganos en
crecimiento (Ferreira et al., 2000; Ferreira 'y Teixeira, 1992). En el caso de organismos
unicelulares, como pueden ser las microalgas, la degradacién de la Rubisco permite
que el crecimiento celular se prolongue en condiciones de estrés (Garcia-Ferris y
Moreno, 1994).

La RuBisCo tiene baja relacion con el CO2 y una baja celeridad de catdlisis, por lo
que las células de organismos fotosintéticos, acumulan grandes cantidades del
enzima (Andrews y Lorimer, 1987). Los bioelementos invertidos en su sintesis
pueden ser recuperados cuando las rutas catabodlicas de la Rubisco se activan
cuando se produce el envejecimiento funcional durante el envejecimiento natural o
inducida por estrés, o por carencia de nutrientes (Ferreira et al., 2000). Por lo antes
mencionado, es que la Rubisco presenta una la funcion muy importante de reserva
de nitr6geno, azufre y carbono, elementos esenciales que las células pueden
utilizarlos en situaciones criticas por estrés, o por carencia de nutrientes (Ferreira et
al., 2000).

citoplasma
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Figura 9. Metabolismo de la RuBP. Tomada de Marin-Navarro (2004)
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3.15. Utilidad de las Microalgas
El género Nannochloropsis tienen la capacidad de crecer en diferentes ambientes por

la capacidad de su robustez y plasticidad celular (Simionato et al. 2011). Sus cultivos
son considerados un potencial en los mercados de produccion de energia

(biocombustible), industrias farmacéutica y alimentaria (Leu y Boussiba 2014).

Las microalgas pueden ser utilizadas para tratamientos de aguas residuales con el
objetivo de remover NH4*, NOs y PO4-3, siendo éstos contaminantes de su fuente de
nutrientes. (Rawat et al., 2013; Mata et al., 2010; Demirbas 2011).

Una de las ventajas de los cultivos de microalgas que por tener fuente de carbono
ellas tienen la capacidad de fijar el CO2. Pueden fijar 1,83 kg CO2/dia/kg de masa
seca producida, por medio de la biofijacion reduciendo asi los gases invernadero
(Rawat et al., 2013; Mata et al., 2010; Demirbas 2010).

En la acuicultura se emplean especies del género Nannochloropsis oculata para
alimentacion de larvas de peces, crustaceos y para enriquecimiento de rotiferos y
artemia, para ofrecer acido eicosapentaenoico (EPA) y vitamina B12 a las larvas
(Renaud et al. 1991; Sukenik et al. 1993; Volkman et al. 1993; Ferreira et al. 2009).
En la industria de la biorrefineria, las especies de Nannochloropsis tienen un
excelente potencial para la elaboracion de biocombustibles por tener la capacidad de
almacenar grandes cantidades de acidos grasos saturados y monoinsaturados en los
lipidos neutros, hasta 65% de su peso seco (Sukenik et al. 1989; Griffiths et al., 2009;
Rodolfi et al. 2009; Bondioli et al. 2012; Leu y Boussiba 2014).

3.16. Medio de cultivo Guillard
Los requerimientos nutricionales de los cultivos de microalgas comprenden

macronutrientes como nitrégeno y fosforo, micronutrientes y vitaminas. Existen
formulaciones o recetas para preparar cada uno de los diferentes tipos de medios de
cultivo comerciales y su utilizacién dependera de los requerimientos de cada especie.

Entre estos medios se encuentra el medio Walne (Walne, 1970) y el Guillard F/2
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(Guillard, 1975), el cual es uno de los medios mas ampliamente utilizados en el cultivo
de microalgas, ya que contiene todos los elementos necesarios para el crecimiento
de las mismas. En el caso del cultivo de diatomeas, es necesario tener en cuenta que
se deben adicionar silicatos en caso de que el medio de cultivo no los contenga, o
bien, aumentar la concentracién debido a que son indispensables para la formacion
de la pared celular (Faé Neto et al., 2018; Malakootian et al., 2015; Mooij et al., 2016).
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4 MATERIALES Y METODOS
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4.1. Microalga
Se utilizd una cepa de Nannochloropsis oculata del cepario del Laboratorio de

Investigaciones Marinas y Acuicolas (LIMA), Facultad de Ciencia y Tecnologia de
la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Ledn (UNAN-Le6n), ubicado en
las Pefiitas, Leon. En el desarrollo del trabajo de investigacion se realizaron dos
experimentos, cada uno estuvo estructurado por dos baterias experimentales con
medios de cultivo con volumenes de 250 ml y 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %o, 10 %0 y 5
%o de salinidad. Las baterias experimentales contenian concentraciones de 0.32 %o
y 1 %0 de F/2 Guillard, respectivamente. Ambos experimentos se realizaron con
temperatura de 25 °C y luminosidad constante de aproximadamente 250 pmol

E/m?/s.

i A7 SEEae 2 S ey
. i 5

Figura 10. Laboratorio de Investigacions arinas i/ci'cola de la UN

4.2. F/2 Guillard
Tiene una composicion final por litro:

75 mg KNO3, 5.65 mg NaH2P04.2H20, 4.360 mg EDTA.Na2, 3.150 mg
FeCI3.6H20, 0,010 mg CuS04.5H20, 0,022 mg 2ZnS04.7H20, 0,010 mg
CoCI2.6H20, 0.180 mg MnCI2.4H20, 0,006 mg Na2MoO4.2H20, 2 ug
cianocobalamina cristalina (B12), 0.100 mg tiamina clorhidrica (B1), 0,001 mg biotina

cristalina.
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4.3. Disefio experimental

4.3.1. Experimento 1. Tratamiento dosis dependiente de salinidad y F/2
Se formaron 2 baterias experimentales compuestas por seis concentraciones salinas

(33 %o, 25%0, 20%o0, 15%0, 10%o, y 5 %o) y volumenes de 250 ml, cada una, para evaluar
la capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata en concentraciones de F/2
Guillard (bateria 1: 1 %o y bateria 2: 0.32 %o). Previo al ensayo experimental, el agua
de mar se paso por un filtro UV y otro de papel de paso lento, para finalmente ser
esterilizada. A partir del agua marina se realizaron las diluciones usando agua
destilada. El tiempo de duracion del experimento fue de 10 dias. Temperatura e
irradiacion fue como se describe anteriormente. El valor de salinidad se midi6 diario

y se corregia con agua destilada.

4.3.2. Experimento 2. Tratamiento tiempo dependiente de crecimiento
Se formaron 2 baterias experimentales compuestas por 3 concentraciones salinas

(833 %o, 25%0, 20%0,), cada una, para evaluar el ritmo de crecimiento de
Nannochloropsis oculata en concentraciones de F/2 Guillard (bateria 1: 1 %o y bateria
2: 0.32 %o). Tiempo de duracién del experimento fue de 23 dias. El procedimiento

experimental fue similar al descrito en el experimento 1.

Figura 11. Baterias experimentales de Nannochloropsis oculata
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4.4. Conteo celular
Las densidades celulares se determinaron cada 24 horas mediante conteo en

hemocitometro o camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad, expresandolas
como numero de células por mililitro (cel/ml). Se tomé 1 ml de muestra, se introdujo
en la cdmaray se conto6 el numero de cel/ml. Las lecturas se realizaron por triplicado,
se sumoé el nimero de células contadas en los cuatro cuadrantes externos de la
camara y se dividi6 entre 2500 para determinar la densidad celular. Este
procedimiento se usO para contar el numero de cel/ml en los tratamientos salinos

definidos en las dos baterias.

|
|
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Figura 12. Cuadricula de Hematocitometro. A- Reglila de Fuchs-Rosenthal. B-
Reglilla de Neubauer (Arredondo, 2007)
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Figura 13. Conteo celular de Nannochloropsis oculata. A: toma de muestra, B: se deposita la
muestra en una camara Neubauer y D: observacion al microscopio.

4.5. Analisis estadisticos
Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante ANOVA de dos vias

(SigmasStat; SPSS Inc., Chicago, IL). Previo al analisis de varianza, los datos fueron
analizados mediante una prueba de normalidad (Shapiro-Wilks) y de homogeneidad
de varianzas (prueba C de Cochran). Las comparaciones post hoc se realizaron
mediante una prueba de Student-Newman-Keuls. Los datos se muestran como media
+ E.E.M. de cada grupo y las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a P <0,05.
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5. RESULTADOS
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5.1. Primer experimento.

5.1.1. Ritmo de crecimiento de Nannochloropsis oculata usando 0.32 %. de F/2
Guillard en 10 dias de cultivo.

La figura 14 muestra el ritmo de crecimiento de Nannochloropsis oculata, tras 10 dias

de estudio, en concentraciones salinas de 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %o, 10 %0y 5 %o ¥y

concentracion de 0.32 %o de F/2 Guillard. De manera general, nuestros resultados

muestran que N. oculata alcanza mayor concentracion en salinidades de 25 %o y 33

%o y que las concentraciones de 20 %o, 15 %o, 10 %0 ¥ 5 %o presentan niveles similares

de concentracion.

1.8e+7 -
1.6e+7 -
1.4e+7 -
1.2e+7 A
1.0e+7 -
8.0e+6 -
6.0e+6 -
4.0e+6 A
2.0e+6 -
0.0

Cel/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (Dias)

Figura 14. Ritmo de reproduccion de Nannochloropsis oculta, cultivada con 0.32 %. F/2
Guillard y diferentes concentraciones salinas, en un periodo de 10 dias.
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5.1.2. Ritmo de crecimiento de Nannochloropsis oculata usando 1 %. de F/2
Guillard en 10 dias de cultivo.

La figura 15 muestra mayor amplitud del rango de salinidad para cultivar

Nannochloropsis oculata. Se observan similares resultados a los obtenidos cuando

la microalga se cultivd en concentracion de 0.32 %o de F/2 Guillard. No obstante, en

este experimento las microalgas cultivadas en salinidad de 20 %o presentaron similar

comportamiento reproductivo que las cultivadas en salinidad de 25 %o y 33 %o.
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Figura 15. Ritmo de reproduccion de Nannochloropsis oculta, cultivada con 1 %o F/2 Guillard
y diferentes concentraciones salinas en un periodo de 10 dias.
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5.1.3. Densidad poblacional de Nannochloropsis oculata cultivada en
concentraciones salinas de 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %o, 10 %o ¥ 5 %0 €n medos
con 0.32 %o y 1 %o de F/2 Guillard, en 10 dias de cultivo.

Nuestros resultados muestran que N. oculata alcanza similares valores de

concentracion cuando se encuentra en medios con salinidades de 25 %o y 33 %o,

usando una concentracién de 0.32 %o de F/2 Guillard y en salinidades subsecuentes

las concentraciones de microalgas disminuyen significativamente. No obstante,
cuando la microalga se cultiva en medio con 1%o. de F/2 Guillard las concentraciones
maximas permanecen similares entre 15 %o y 33 %o de salinidad; por consiguiente,
incrementa su rango de salinidad Optima para su crecimiento. Asimismo, se observa
que cultivar esta microalga con concentraciones de 0.32 %o 0 1%0 de F/2 Guillard en
medios salinos de 25 %o 0 33 %o tenemos resultados similares en tiempo de

duplicacién y concentraciones de cel/L.
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= 1 %o
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Figura 16. Cantidad de células por ml de Nannochloropsis oculta, cultivada con 0.32 %o y 1 %o
de F/2 Guillard a diferentes concentraciones salinas (33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %o, 10 %o, 5 %o),
8 dias de cultivo. Letras diferentes indican diferencias significativas, de manera individual, para
cada bateria experimental. *: Indica diferencias significativas entre los tratamientos con 0.32
%o Y 1 %o de F/2 Guillard en una misma concentracion salina
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5.2. Segundo experimento

5.2.1. Ritmo de crecimiento de Nannochloropsis oculata usando 0.32 %. de F/2
Guillard en 23 dias de cultivo

La figura 17. El presente disefio experimental se realiz6 en base al comportamiento

reproductivo de Nannochloropsis oculata observado en el primer experimento cuando

se cultivo en salinidades de 20 %o, 25 %o y 33 %.. De manera general, los resultados

muestran similares concentraciones de cel/l a los 12 dias de estudio, con el

subsecuente similar comportamiento hasta los23 dias de estudio.
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Figura 17. Ritmo de reproduccion de Nannochloropsis oculta, cultivada en diferentes
concentraciones salinas. Periodo de 23 dias con 0.32 %o F/2 Guillard.
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52.2. Ritmo de crecimiento de Nannochloropsis oculata usando 1 %o de F/2
Guillard en 23 dias de cultivo

Es importante sefalar en estos resultados, el nivel de precision observado entre los
valores de la concentracion de cel/l de Nannochloropsis oculata cuando se cultiva
por 23 dias en un medio enriquecido con 1 %0 de F/2 Guillard y medio salino de 20
%o, 25 %o y 33 %o. Lo cual valida los resultados obtenidos en el experimento 1 (ver
figura 18).
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Figura 18. Ritmo de reproduccion de Nannochloropsis oculta, cultivada en diferentes
concentraciones salinas. Periodo de 23 dias con 1 %o F/2 Guillard.
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5.2.3. Densidad poblacional de Nannochloropsis oculata cultivada en
concentraciones salinas de 33 %o, 25 %o y 20 %o en medios con 0.32 %0 y 1
%o de F/2 Guillard, en 23 dias de cultivo.

De manera general, estos resultados validan lo observado en el experimento 1
donde los maximos valores de la densidad poblacional alcanzados por
Nannochloropsis oculata fueron similares cuando se encontraba en salinidades de
25 %o y 33 %o, independientemente que la concentracion de F/2 Guillar fuese de 0.32
% 0 1 %.. No obstante, en este experimento se suma el comportamiento
reproductivo de las microalgas cultivadas en medio de 20 %o al obtenido en medios
de 25 %o y 33 %o. Por tanto, estos resultados muestran que, bajo estas condiciones
experimentales, cuando la microalga se cultiva por largos periodos de tiempo se
pueden obtener similares concentraciones con una probabilidad de un 95 % (ver
figura 19).

B 0.32%0
+ -
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Figura 19. Cantidad de células por ml de Nannochloropsis oculta, cultivada con 0.32 %o y 1 %o
de F/2 Guillard a diferentes concentraciones salinas (33 %o, 25 %o y 20 %o), 23 dias de cultivo.
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5.2.4. Comportamiento reproductivo de Nannochloropsis oculata cultivada en
diferentes concentraciones de salinidad y F/2 de Guillard; asi como

diferentes periodos de tiempo.

De manera general, nuestros resultados muestran que cuando Nannocholropsis
oculata se cultiva en medios salinos de 25 %o y 33 %o, ¥ con 0.32 %o y 1 %o de F/2
Guillard por un periodo de 10 dias se obtienen similares concentraciones de cel/l. En
contraste, cuando esta microalga se cultiva en concentraciones salinas inferiores la

concentracion de microalgas es mayor en los medios de cultivo con 1 %o de F/2
Guillard.

No obstante, cuando la microalga se cultiva por mayor tiempo (23 dias) se obtienen
similares valores de concentracion (cel/l) en salinidades de 20 %o, 25 %o y 33 %o,
cuando se cultiva en 0.32 %o 0 1 %0 de F/2 Guillard. En consecuencia, se amplia el

rango de salinidad idéneo para el cultivo.

Tabla 4. Comportamiento reproductivo de Nannochloropsis. oculata en
diferentes concentraciones de salinidad y dos concentraciones de F/2 Guillard
(0.32 %o y 1 %0), en 10 y 23 dias de cultivo.

ler experimento(10 Dias de cultiv)

Concentracién salina Dogis F/2 Guillard ¢%6o)
(%) 0.32 1 0.32vrs1
33 ax ax =
25 ax* ax =
20 b a* iy
15 b ax £
10 b b +
5 b b £
2do experimento(23 Dias de cultiv)
33 a a =
25 a a =
20 a a =

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (salinidades) de cada una de las baterias
experimentales (0.32 %o y 1 %o de F/2 Guillard). *: Indica mayor concentracion de cel/ml, solo entre tratamiento de
la misma bateria. =: Indica similar concentracion de cel/ml entre los tratamientos con concentraciones de 0.32 %o
y 1 %o de F/2 Guillard, en una misma salinidad. +: Indica que la concentracion de cel/ml en el medio con 1 %o >
0.32 %0 de F/2 Guillard en la misma salinidad.
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6. DISCUSION
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6.1. Caracterizacion preliminar del estudio
El objetivo del presente estudio, consistio en evaluar la capacidad reproductiva de

Nannochloropsis oculata usando dosis unicas de 0.32 %o y 1 %0 de F/2 Guillard,
respectivamente; en salinidades de 33 %o, 25 %o, 20 %o, 15 %0, 10 %0 y 5 %o en periodos
de 10y 23 dias, en el area de cultivo de microalgas del Laboratorio de Investigaciones
Marinas y Acuicola de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de Nicaragua, Leon (UNAN-Leon), para estimar el ritmo reproductivo de
Nannochloropsis oculata y obtener concentraciones necesarias (cel/l) para alimentar
y nutrir a los rotiferos que se ofrecen como alimento a larvas de pargo lunarejo y, por

ende, realizar el levantamiento larval de forma eficiente.

Se realiz6 un primer experimento para evaluar las concentraciones salinas que
permitieran una mejor produccion en cel/l, 0 sea que presentara un mayor ritmo de
crecimiento cuando se usan 0.32 %o 0 1 %o de F/2 Guillard. Tras encontrar, que en las
concentraciones salinas de 33 %o, 25 %o los resultados eran similares se opt6é por
realizar un segundo experimento con un rango entre 20 %o, 25 %o y 33 %o de salinidad,
a mas largo plazo (23 dias), para evaluar el ritmo de crecimiento con el uso de dosis

unicas de F/2 (0.32 %0 y 1 %0) con los siguientes resultados.

6.2. Efecto de la salinidad y concentracién de F/2 Guillar sobre el ritmo de
crecimiento de Nannochoropsis oculata
Se sabe que Nannochlopsis oculata tiene alta afinidad por los medios de cultivos con

salinidades entre 28 %o a 30 %o y que puede crecer en cultivos masivos bajo
condiciones de invernadero, denotando que en periodos de mayor temperatura
ambiental el tiempo de duplicacidén de esta microalga es mayor (Persico et al., 2011).
Bajo este contexto, nuestros resultados coinciden con lo reportado por Persico y
colaboradores (2011) debido a que las mayores concentraciones de N. oculata las
obtuvimos en salinidades de 25 %o y 33 %o, independientemente de si la concentracion
de F/2 Guillard fuese de 0.32 %o 0 1 %o, a los 8 dias de estudio (figura 14). Es mas,
nuestros resultados presentan estrecha relacion con lo reportado por otros autores
donde muestran excelente crecimiento de Nannochloropsis oculata en salinidades de

25 %o 20 %o, denotando la afinidad de Nannochloropsis oculata de reproducirse con
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mayor velocidad cuando se encuentra en ese rango de concentracion salina (Alvarez-

Langocherie et al. 1996).

Por lo tanto, el observar que, en nuestros resultados, en el primer experimento la
concentracion salina idonea fue 25 %o y 33 %o permite sugerir que la concentracion
de nutrientes esenciales para el crecimiento reproductivo de esta microalga, es
suficiente con 0.32 %0 de F/2 Guillard, concordando con los resultados obtenidos en

otros experimentos (Alvarez-Langocherie et al. 1996; Persico et al., 2011).

Hemos demostrado que el tratamiento salino tiene efecto sobre el comportamiento
reproductivo de N. oculata y que coincide con otros estudios (Alvarez-Langocherie et
al. 1996; Persico et al., 2011). Por lo tanto, estos resultados permiten sugerir que el
ritmo de crecimiento podria ser dependiente de la concentracion salina en el medio
de cultivo. En el presente estudio observamos que el tratamiento con F/2 Guillard
indujo cambios en el ritmo de crecimiento de las microalgas cultivadas entre las
diferentes concentraciones de salinidad cuando el medio de cultivo contiene
concentraciones de 0.32 %o. No obstante, cuando la concentracion de F/2 Guillard se
incrementd a 1 %o la variacion de las concentraciones entre tratamientos salinos
disminuyd debido a que en el rango de salinidad de 15 %o a 33 %o la concentracion
fue similar; en contraste, con lo observado cuando se us6 0.32 %. de F/2 Guillard
donde el rango de mayor concentracion de cel/l fue menor (25 %o y 33 %o). Este
resultado coincide con lo reportado en estudios recientes, donde usando fertilizante
agricola y vitaminas del complejo B se obtuvieron resultados similares a los nuestros,
la fase de latencia se mantiene entre 3-4 dias y la fase exponencial se prolonga hasta
los ocho dias (Pereira et al 2017). Es mas, otros estudios muestran que
Nannochloropsis oculata presenta comportamiento reproductivo similar al encontrado
en nuestro estudio cuando se encuentra cultivada en medio con salinidad de 28-30
%o (Persico et al.,, 2011). Bajo este contexto, nuestros resultados muestran que
Nannochloropsis oculata puede cultivarse con 0.32 %0 de F/2 Guillard, en un volumen
de 250 ml y obtener razonables rendimientos reproductivos, en concentraciones de
33 %o y 25 %o de salinidad y temperatura de 25 °C. Por otro lado, los efectos

generalizados sobre el comportamiento reproductivo de Nannochloropsis oculata, en
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la bateria experimental donde se agreg6 1 %o de F/2 Guillard (figura 15), denotan la
importancia de la aplicacion de este fertilizante para la reproduccion de esta
microalga (Martinez et al., 2017) cuando es cultivada en concentraciones salinas

menores a 25 %o (Sanchez-Torres et al., 2008).

Ademas, se observa igual periodo de tiempo para la reproduccién de la microalga en
la fase de adaptacidén (4 dias) y exponencial (5-9 dias), lo cual coincide con lo
reportado por otros investigadores (Martinez et. al., 2017; Pereira et. al., 2017; Ra et.
al., 2016). Cabe mencionar, que en nuestro experimento se agrego una sola dosis
inicial de F/2 Guillard, a diferencia de lo realizado por Martinez et al., (2017) que
agrego el fertilizante cada 4 dias. Por lo tanto, nuestros resultados muestran que una
sola dosis de 0.32 %o de F/2 Guillard es suficiente para tener una concentracion de
microalgas de 13 x 10° cel/ml, en un medio de cultivo con volumen de 250 ml en un
periodo de 8 dias, temperatura de 25 0C y concentracion salina de 25 %o 0 33 %o,
teniendo concentracion inicial de 12 x 10* cel/ml de Nannochloropsis oculata. Por lo
tanto, nuestros datos muestran que Nannochloropsis oculata puede ser cultivada en
un amplio rango de salinidades, coincidiendo con lo reportado por otros

investigadores (Alvarez-Langocherie et. al., 1986; Ra et. al., 2016).

6.3. Importancia del tiempo de cultivo y la concentracién de F/2 Guillard
aplicada en el cultivo de Nannochloropsis oculata
Se evalud la capacidad reproductiva de Nannochloropsis oculata, en un periodo de

23 dias, bajo las mismas condiciones experimentales descritas en el primer
experimento, exceptuando que solo se evalué el ritmo de crecimiento de N. oculata
en salinidades de 33 %o, 25 %o ¥ 20 %o (figura 17y 18) y hemos demostrado que el
ritmo reproductivo de Nannochloropsis oculata es similar cuando se encuentra
cultivada en medio con 33 %o y 25 %0 y usando 0.32 %o 0 1 %0 de F/2 Guillard (figura
17), denotando la afinidad a la concentracion salina oceanica (Pereira et al., 2017) y
a la capacidad de reproducciéon con escaza presencia de nitrogeno (Paez et al.,
2016), quizads debido a mecanismos contrarreguladores como la catélisis de la

enzima rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa) para abastecer a la
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célula de nitrogeno, azufre y carbono en momentos de carencia de nutrientes
(Andrews y Lorimer, 1987; Ferreira et al., 2000). Por consiguiente, obtener igual
densidad poblacional en los medios de cultivo con 0.32 %0 y 1 %0 de F/2 Guillard en
las concentraciones de 33 %o y 25 %o denotan la capacidad de reproduccion de
Nannochloropsis oculata bajo ese rango salino. Sin embargo, si se incrementa la
concentracion de fertilizante de 0.32 %o a 1 %o, la reproduccion de Nannochloropsis
oculata no se ve afectada por la salinidad en un rango de 15 %o a 33 %o.; denotando
que esta microalga tiene mayor nivel de tolerancia al estrés salino cuando se
encuentra en un medio de cultivo con suficientes nutrientes. Es més, los medios de
cultivo con 5 %o, 10 %o, 15 %o y 20 %o que contienen 1 %o de F/2 Guillard presentan
aproximadamente el doble de la concentracion celular que los medios de cultivo con
idénticas concentraciones salinas pero que contienen solamente 0.32 %o de F/2
Guillard (figura 16). Situacién que pudiese estar siendo mediada por los cofactores
vitaminicos presente en F/2 Guillard, similar a lo ocurrido en los experimentos

presentados por otros investigadores (Pereira et al., 2017).

Se sabe, que Nannochloropsis oculata es capaz de reproducirse en un rango amplio
de intensidades de luz, sin presentarse un efecto de foto inhibicién por la irradiancia
(Martinez et al., 2017; Renaud et. Al. 1991; Pal et. Al.,, 2011) y que aplicando F/2
Guillard cada 4 dias, a los 21 dias, en niveles de irradiancia de 650 y 400 pmol E/m2/s
y temperatura de 25 °C, la densidad celular de los cultivos alcanz6 valores de hasta
175 + 1.83 y 148 + 1.97 x 10° cel/ml, respectivamente. Mientras que en niveles de
irradiancia de 80 y 200 umol E/m2/s la densidad celular puede obtener valores de 21
+ 1.12 y 43 + 1.84 x 10° cel/ml, respectivamente (Martinez et al., 2017). Nuestro
ensayo experimental se hizo bajo las mismas condiciones del estudio realizado por
Martinez et al., (2017) con excepcion de que nuestro nivel de irradiancia fue de
aproximadamente 250 ymol E/m2/s y realizamos una sola aplicacion de F/2 Guillard
a cada bateria experimental (0.32 %o y 1 %o), al inicio del experimento. No obstante,
resulta interesante observar que, aunque el F/2 Guillard solo se aplico al inicio del
experimento y que el volumen adicionado fue diferente en cada bateria experimental
(0.32 %0 y 1 %o), se logré obtener densidades de cel/ml similares en las tres

concentraciones salinas en cada bateria y entre baterias (tabla 1).
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Por lo tanto, observar rendimientos similares de la concentracion de cel/ml y del
comportamiento reproductivo, entre ambas baterias experimentales, a lo largo de 23
dias de cultivo, los resultados invitan a sugerir que Nannochloropsis oculata puede
ser cultivada con 0.32 %0 de F/2 y que este volumen de fertilizante es suficiente para
obtener rendimientos de hasta 50 x 10° cel/ml o, que independientemente del
agotamiento del nitrogeno, la microalga continua reproduciéndose debido a la
capacidad de proteccion celular frente al estrés que presenta la via fotorrespiratoria
(Xiao et. Al., 2013; Barclay y Apt, 2013) de organismos fotosintéticos que acumulan
grandes cantidades del enzima rubisco y que los bioelementos invertidos en su
sintesis pueden ser recuperados en situaciones de carencia de nutrientes (Ferreira
et. al., 2000; Wei et. al., 2017). Por consiguiente, el aplicar una sola dosis del
fertilizante F/2 Guillard al inicio del experimento y observar igual cantidad de cel/ml a
los 23 dias, entre las diferentes concentraciones salinas de cada bateria (0.32 %o y 1
%0) y entre las dos baterias experimentales, sugiere que independientemente del
agotamiento de nitr6geno, Nannochloropsis oculata puede continuar
reproduciéndose debido a la caracteristica del enzima rubisco de servir como una
importante reserva de nitrégeno, azufre y carbono; elementos esenciales que la
célula puede redirigir hacia otros destinos en situaciones criticas, de manera similar

a lo reportado por otros investigadores (Paez et al., 2016; Wei et. al., 2017).
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7. CONCLUSIONES
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1. El ritmo reproductivo de Nannochloropsis oculata en concentracion de 0.32 %o de
F/2 Guillard es similar en salinidades de 33 %o 25 %o y en estas 2 concentraciones
de salinidad, la concentracion de cel/l de N. oculata es significativamente mayor que
las concentraciones de cel/l observadas en las concentraciones de salinidad de 20
%0, 15 %o, 10 %o ¥ 5 %0, durante un periodo de 10 dias de cultivo a temperatura de

25 °C y luminosidad constante de aproximadamente 250 umol E/m2 /s.

2. El ritmo reproductivo de Nannochloropsis oculata en concentracion de 1 %o de F/2
Guillard es similar en salinidades de 33 %o 25 %o, 20 %o, 15 %o, ¥y en estas 4
concentraciones de salinidad, la concentracion de cel/l de N. oculata es
significativamente mayor que las concentraciones de cel/l observadas en las
concentraciones de salinidad de 10 %o ¥ 5 %o, durante un periodo de 10 dias de
cultivo a temperatura de 25 °C y luminosidad constante de aproximadamente 250

pmol E/m2 /s.

3. El incremento de la concentracion de 0.32 %o a 1 %o permite la ampliacion del
rango de salinidad Optima para el cultivo de Nannochloropsis oculata cuando el

periodo de cultivo es menor a los 10 dias.

4. No hay diferencias significativas entre las concentraciones de Nannochloropsis
oculata obtenidas en medios de cultivo de 0.32 %o y 1 %0 cuando el periodo de cultivo
es de 23 dias, en salinidades de 20 %o, 25 %o y 33 %o. Probablemente por la
capacidad de la enzima Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilaza/oxigenasa (RuBisCo)
de proveer cuando las microalgas se encuentran en medios con escaza cantidad de

nutrientes.
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8. RECOMENDACIONES
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1. Realizar investigaciones que permitan evaluar el efecto de los diferentes
agentes estresantes para el cultivo de Nannochloropsis oculata y como favorece a

las especies de importancia en la acuicultura de Nicaragua.

2. Divulgar los resultados denotando la importancia de trabajos investigativos de
este tipo con un lenguaje coloquial, para que pueda ser facilmente comprendido por

los que se dedican a las actividades de acuicultura.
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