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Abstract: Growth and biochemical composition of Thalassiosira pseudonana (Thalassiosirales:
Thalassiosiraceae) cultivated in semicontinuous system at different culture media and irradiances.
Thalassiosira pseudonana is a marine Bacillariophyta commonly used as live feed in mariculture. The growth
rate and biochemical composition of microalgae are highly influenced by environmental factors such as, irradi-
ance and nutrient availability. The aim of this study was to investigate the influence of three irradiances (60,
120 and 180puE/m?.s) and two culture media (Algal and Humus) on growth and biochemical composition of
this diatom. The microalga was grown semicontinuously at a daily renewal rate of fresh media of 30%, 37%o
salinity, 25+1°C and constant aeration (200mL/min). The cell densities (cel/mL) and contents of protein, lipid,
carbohydrate, chlorophyll a, total carotenoids, and fatty acids, showed significant differences (p<0.05) between
treatments. During steady-state phase, the maximal cell density, and lipid and carbohydrate contents were of
4.62x10%cel/mL, 20.3+2.28% and 16.6+2.43%, respectively, and were achieved in Humus medium at 180uE/
m?2.s. Moreover, highest protein contents (45.0£5.05%) and total carotenoids (0.5+0.01%) were obtained in
Algal medium at 180pE/m?.s. Chlorophyll a (0.93+0.04%) was higher at low irradiances in Algal medium. In
both media, the fatty acids unsaturation degree was lower with increasing irradiance, being eicosapentaenoic
acid, 20:5 n-3 (EPA) most represented (6.20%) in Algal medium at 60uE/m?.s. This strain of 7. pseudonana
showed multiple physiological responses to changes in culture conditions, and may be cultivated with an alter-
native medium, which reduced the operating costs and allowed a high nutritional biomass production value for
animals under culture. Rev. Biol. Trop. 61 (3): 1003-1013. Epub 2013 September 01.

Key words: Thalassiosira pseudonana, tropical aquaculture, fatty acids, native, semicontinuous culture.

La disponibilidad de nutrientes y luz son
los principales factores que influyen directa y
separadamente sobre la fisiologia del fitoplanc-
ton. Mientras los nutrientes son necesarios para
la sintesis de biomasa, la irradiancia y calidad de
luz determina la cantidad de energia disponible
para actividades metabolicas. Las alteraciones

fisiologicas que ocurren en el metabolismo
celular, bajo condiciones limitantes para el
crecimiento de las microalgas, son diferentes y
dependen, principalmente, de la especie, de la
cepay de los factores ambientales involucrados
(Shaw et al. 1989). Las microalgas pueden
adaptarse a cambios de irradiancia, originando
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variaciones considerables en su composicion
bioquimica y metabolismo (Sanchez-Saavedra
& Voltolina 2002).

Los pigmentos fotosintéticos en su doble
rol como componentes de biomasa y como
sistema productor de energia son afectados
cualitativa y cuantitativamente por cambios
en la irradiancia de los cultivos. Las células
responden de tal manera que modifican sus
estructuras fisicas y quimicas a fin de optimizar
las concentraciones pigmentarias que permitan
el funcionamiento de la maquinaria fotosin-
tética. Sin embargo, cuando la deficiencia de
nutrientes representa un factor limitante, los
pigmentos no estan directamente relacionados
con el proceso y sus concentraciones dependen
principalmente de los precursores necesarios
para su sintesis (Rosen & Lowe 1984). Estas
cualidades de fotoadaptacion microalgal han
sido aprovechadas por diversos investigadores
con el proposito de incrementar la produc-
cion de metabolitos de interés biotecnoldgico
(Sandnes et al. 2005, Solovchenko et al. 2008,
Vilchez et al. 2011) o para mejorar la calidad
nutricional de microalgas que son utilizadas
cominmente en acuicultura (Meseck et al.
2005, Priyadarshani et al. 2012).

Por otro lado, las diatomeas planctoni-
cas representan uno de los principales grupos
autotréficos en ecosistemas marinos y fuen-
te importante de alimento para sustento de
la acuicultura. Diatomeas del género Thalas-
siosira son frecuentemente utilizadas como
alimento de moluscos (Kiatmetha et al. 2011)
debido a su alto contenido de acidos gra-
sos poliinsaturados (AGPs); sin embargo, las
cantidades producidas por esta microalga, no
satisfacen las necesidades del sector acuico-
la, que evidencia un vertiginoso crecimiento
a nivel mundial (Mischke & Zimba 2004),
haciéndose necesario desarrollar sistemas de
cultivos masivos con calidad bioquimica y/o
valor nutricional estable, ademas de minimos
riesgos de ser contaminados. Adicionalmente,
se han probado numerosos medios de cultivo
alternativos (Valenzuela-Espinoza et al. 2005,
Guzman-Murillo et al. 2007), debido a los

considerables costos que implica la produccion
de alimento vivo.

En la busqueda de mejores esquemas de
manejo que permitan predecir el valor nutricio-
nal de microalgas bajo condiciones controladas,
se han ensayado diferentes estrategias entre las
que destacan la manipulacion de variables
ambientales y el tipo o sistema de cultivo. El
sistema discontinuo o batch, se caracteriza por-
que no hay adicién o eliminaciéon de nutrientes
posterior a la inoculacién, comprometiendo
la estabilidad de la composicion bioquimica
microalgal a consecuencia de la disminucion
de nutrientes con el avance de la edad/fase del
cultivo (Zhukova 2004). En el sistema semi-
continuo, existe reposicion diaria de nutrientes
a una tasa de dilucion constante, lo que genera
mayor estabilidad en las condiciones de culti-
vo, razon que motivo a seleccionar este tltimo.

A fin de contribuir con el conocimiento de
las respuestas fisiologicas de la cepa 7. pseudo-
nana, aislada de aguas tropicales, ante cambios
en las condiciones de su entorno, se propuso
evaluar el efecto combinado de la irradiancia
y del medio de cultivo sobre su crecimiento
y composicion bioquimica; buscando ademas,
incrementar la variedad de especies microalga-
les, con calidad nutricional, que puedan servir
de alimento a larvas de organismos superiores
en la cadena trofica que son producidos en cria-
deros de paises tropicales.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo seleccionado y condi-
ciones de cultivo: La cepa (CCPUDO-39) de
T. pseudonana, aislada de la costa oeste en la
Peninsula de Araya, estado Sucre, (10°37°03”
N - 64°07°45” W), Venezuela y depositada
en la Coleccion de Cultivos Planctonicos de
la Universidad de Oriente (CCPUDO-39) fue
cultivada, por triplicado en cada una de las
condiciones probadas, bajo régimen semicon-
tinuo, durante 15 dias, en ambiente controlado,
con tasa de renovacion diaria equivalente al
30% del cultivo. La temperatura promedio fue
25+1°C y fotoperiodo luz:oscuridad de 12:12.
Se utilizaron matraces con capacidad de 250mL
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(equipados con mangueras plasticas y capilares
para una aireacion constante de 200mL/min).
El agua de mar (37PSU) fue filtrada con papel
Whatman GF/C de 1.2pm en tamafio de poro
y autoclavada a 120°C/15psi de presion por
15min. Parte del diseflo experimental consistid
en probar tres irradiancias (60, 120 yl180uE/
m?2.s) en dos medios de cultivo, uno denomina-
do Algal, pH=7.97+0.05 (Fabregas et al. 1984)
de uso frecuente en acuicultura y el otro, un
fertilizante comercial de bajo costo (Humus
liquido® a pH 7.6+0.05); la constitucién de
estos medios, de acuerdo a sus disefiadores o
fabricantes, se listan en el cuadro 1. Ambos
medios de cultivo se prepararon a una concen-
tracion de 4mmoles/L de nitrato.

CUADRO 1
Composicion de los medios de cultivo utilizados
en el crecimiento de Thalassiosira pseudonana
bajo sistema semicontinuo segun fabricante

TABLE 1
Composition of the culture media used
for Thalassiosira pseudonana growth
under semicontinuous system after product label

Medio Algal  (mg/L) Medio Humus (mg/L)
ZnCI2 13.6 Acidos humicos 330
MnCI2.4H20 19.79 Nitroégeno amoniacal 21
NaMo0O4.2H20 24.2 Nitrégeno en Nitrato 4
CoCl3 1.65 Nitrégeno Organico 20
CuS0O4.5H20 2.49 Fosforo 34
EDTA-Na 978 Potasio 45
FeC6H507 670 Carbonato organico 350
KNO3 17000 Calcio 40
NaH2PO4.2H20 1560 Cobalto 15
Tiamina 3.5 Cobre 190
Biotina 0.5 Zinc 125
Cianocobalamina 0.3 Manganeso 650

Magnesio 50
Hierro 100
Boro 40

Cultivos de la diatomea, previamente acli-
matados durante 10 dias y en fase de creci-
miento exponencial, sirvieron para inocular
(2.0x10°cel/mL) los matraces de vidrio con-
tentivos del agua de mar con las condiciones

arriba senaladas. Cuando los cultivos alcanza-
ron la fase de crecimiento exponencial, se pro-
cedio a realizar recambios diarios del 30% de
su volumen total, es decir, el retiro del 30% del
volumen total del cultivo, seguido de la repo-
sicion del mismo volumen, con su respectivo
medio fresco.

Crecimiento poblacional: Desde el inicio
de los recambios, y cada 24 horas, se tomaron
muestras (ImL), por triplicado de cada trata-
miento, y se fijaron con 50uL de una solucion
de lugol al 10% para realizar el recuento celular
por microscopia de luz, utilizando un hema-
tocitometro Neubaiier de 0.0lmm de profun-
didad. Con los datos obtenidos se elaboraron
las curvas de crecimiento y a partir de éstas
se determinaron las tasas instantanea de cre-
cimiento, siguiendo las recomendaciones en
Madigan et al. (1999).

Determinacion de la composicion bio-
quimica: Cuando los cultivos alcanzaron la
fase de estabilizacion (caracterizada por no
observar variaciones en las tasas de crecimien-
to), se tomaron muestras de SmL, por tripli-
cado en cada una de las variables estudiadas,
las cuales se centrifugaron. El pellet celular
obtenido se utiliz6 para realizar analisis del
contenido de proteinas (Lowry et al. 1951),
lipidos (Bligh & Dyer 1959, Marsh & Weins-
tein 1966) y carbohidratos (Dubois et al. 1956)
totales, utilizando como estandares albumina
bovina, tripalmitina y D-glucosa, respectiva-
mente. Para determinar el perfil de acidos
grasos, los extractos lipidicos, por triplicado,
fueron transesterificados, en ésteres metilicos
siguiendo las recomendaciones de Sato &
Murata (1988). Los ésteres metilicos de acidos
grasos previamente obtenidos fueron separados
y cuantificados utilizando un cromatografo
de gases-espectrometro de masas (GC-MS)
Hewlett Packard Series G1800B, acondicio-
nado con una columna Omegawax TM 250
de silica fundida (Supelco) de 30x0.25mm de
diametro interno. Los &cidos grasos presentes
en las muestras se identificaron mediante la
comparacion de los espectros de masas con los
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espectros contenidos en la biblioteca de espec-
tros de masas NIST98, NBS75K y una biblio-
teca creada con 28 estandares de metil-ésteres
de acidos grasos (Sigma Chemical Company).
Adicionalmente, se confirm6 la identificacion
de los acidos grasos mediante la comparacion
de los tiempos de retencion de las muestras con
los registrados para una mezcla comercial de
metil-ésteres de acidos grasos poliinsaturados
(Sigma). También se determind el contenido
celular de clorofila a y carotenoides totales
siguiendo la metodologia en Strickland &
Parsons (1972).

Los datos de crecimiento y composicion
bioquimica se analizaron a través de analisis
de varianza de dos vias, considerando los
niveles de irradiancia y los medios de cultivo
como factores. Los datos fueron transforma-
dos a logaritmos de base diez, +10, para
obtener homogeneidad de varianzas y distri-
bucion normal de los datos, siguiendo reco-
mendaciones en Sokal & Rohlf (1995), ademas
se aplicaron en casos necesarios las pruebas
a posteriori de Scheffe.

RESULTADOS

Crecimiento poblacional: En ambos
medios de cultivo, 7. pseudonana inicio su fase
de estabilizacion al noveno dia de recambio
en las dos menores irradiancias (60 y 120puE/
m2.s) y al décimo primer dia de recambio a
180uE/m?.s (Fig. 1A, 1B y 1C). Las irradian-
cias, los medios de cultivo y la interaccion de
ambos influyeron significativamente (p<0.05)
sobre el crecimiento de la diatomea, en los
que se observé mayores densidades celula-
res (4.6£0.37x10°el/mL) a 180uE/m’s en
Humus; sin embargo, en este mismo medio
pero a irradiancias de 60 y 120pE/m?s, se
registraron las menores densidades celulares,
con valores de 1.9+0.24 y 1.2+0.16x10%el/
mL, respectivamente. Las tasas instantaneas de
crecimiento variaron entre 0.45 y 0.56div/dia
sin mostrar diferencias significativas (p>0.05)
entre las distintas condiciones de cultivo.
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Fig. 1. Crecimiento (Media+DS) de Thalassiosira

pseudonana cultivada en sistema semicontinuo a 60pE/
m2.s (A), 120uE/m?.s (B) y 180uE/m?.s (C) en medio Algal
y Humus. Las puntas de flechas indican el inicio de la fase
de estabilizacion. Letras diferentes representan grupos
estadisticamente distintos (p<0.05).

Fig. 1. Growth (means£DS) of Thalassiosira pseudonana
cultured semicontinuously at 60pE/m2.s (A), 120uE/m?.s
(B) y 180uE/m%s (C) in Algal and Humus media. The
arrowheads indicate beginning steady-state phase. All
values are average + standard deviation (n=3). Same
letters indicate no significant differences between averages
(ANOVA, Scheffes F-test; p>0.05).

Bioquimica: Se observaron diferencias
en el contenido de proteinas totales (p<0.05)
cuando la diatomea fue cultivada en los dos
medios a las diferentes irradiancias. El maximo
contenido proteico (44.9+£5.05%, Fig. 2A) se
obtuvo a la mayor irradiancia evaluada y en
el medio Algal. El contenido de lipidos totales
de T pseudonana (Fig. 2B) mostr6 diferencias
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significativas (p<0.05) entre los diferentes
medios e irradiancias. Esta macromolécula
alcanz6 su mayor contenido (20.3+2.28%) en
Humus a 180puE/m?.s; mientras que el menor
porcentaje (7.8+£1.62%) se observo en medio
Algal a 60uE/m2.s. Se determiné interaccion
entre los factores (p<0.05), el cual deja en
evidencia, un efecto sinérgico entre el medio
Humus y la irradiancia, en funcién de una
mayor concentracion de lipidos.

Los carbohidratos totales (Fig. 2C) solo
mostraron diferencias significativas (p<0.05)
entre las irradiancias; obteniéndose las mayores
concentraciones de 16.7£2.43 y 15.7£0.74%
a 180 y 120uE/m?2.s, respectivamente, lo cual
evidencia que ambas irradiancias ejercen efec-
tos similares sobre la acumulacion de carbohi-
dratos en esta microalga.

Los AGPs representaron entre el 8.02 y
17.13% del total de acidos grasos en 7. pseu-
donana (Cuadro 2), encontrandose diferencias
significativas (p<0.05) en las concentraciones
de éstos, bajo las diferentes condiciones de cul-
tivo ensayadas. El principal acido graso poliin-
saturado sintetizado fue el 20:5 n-3 (AEP),
con mayores concentraciones de éste en medio
Algal a 60 y 120uE/m?.s (6.2 y 6.03% respec-
tivamente), mientras que en medio Humus se
observo disminucion en la biosintesis de AEP
a medida que se incrementd la irradiancia de
los cultivos. El 20:4 n-6 (AA) fue sintetizado
en mayor porcentaje en medio Algal a 180uE/
m?.s (2.16%), mientras que de los AGPs con
C6, ¢l mas abundante fue el 16:3, con porcen-
tajes maximos a la menor irradiancia en medio
Algal (3.78%). Se detectaron cantidades relati-
vamente pequefias (entre 0.22 y 0.3%) de acido
docosahexaenoico, 22:6 n-3 (ADH), obser-
vandose un incremento de su concentracion
a medida que se incrementaba la irradiancia.
Los contenidos totales de acidos grasos satu-
rados y monoinsaturados fueron observados
en proporciones similares en Algal a las dife-
rentes irradiancias, mientras que en Humus se
observo mayor concentracion de los saturados.
El 16:1 n-7 fue el componente representativo
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Fig. 2. Contenido de proteinas (A), lipidos (B)
y carbohidratos totales (C), (% de biomasa seca) de
Thalassiosira pseudonana cultivada en medio Algal y
Humus a tres irradiancias (60, 120 y 180uE/m2.s) bajo
sistema semi-continuo. Todos los valores representan el
promedio + desviacion estandar (n=3). Letras iguales
representan grupos estadisticamente iguales (p>0.05).

Fig. 2. Total contents (as % dry weight) of protein
(A), lipids (B) and carbohydrates (C) of Thalassiosira
pseudonana grown in Algal and Humus media at three
irradiances (60, 120 y 180uE/m2.s) under semicontinuous
system. All values are average + standard deviation (n=3).
Same letters indicate no significant differences between
averages (ANOVA, Scheffes F-test; p>0.05).
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CUADRO 2
Perfil de 4cidos grasos de Thalassiosira pseudonana (%
del total de acidos grasos) cultivada en medio Algal y
Humus a tres irradiancias bajo sistema semi-continuo

TABLE 2
Fatty acids profile of Thalassiosira pseudonana (% of
total fatty acids) grown in Algal and Humus media at
three irradiances under semicontinuous system

Medio Algal Medio Humus

Acido Graso

(% del total) 60 120 180 60 120 180
14:0 1045 958 1494 937 1800 1247
15:0 066 097 079 295 164 082
16:0 1879 31.12 2357 3137 2685 29.50
16:0 ante iso 197 026 027 056 067 033
17:0 027 018 08 026 057 093
18:0 1044 453 1273 971 830 16.18
20:0 033 016 066 043 021 233
22:0 046 035 045 040 043 037
24:0 021 019 0I5 029 016 0.10
> Saturados 4358 4734 5439 5534 5683 63.03
16:1 n-9 360 495 315 259 077 114
16:1 n-7 1653 1605 1486 17.10 2046 15.06
16:1 n-5 013 134 025 016 025 025
16:1 102 083 028 044 018 0.16
18:1n-9 1321 1252 936 998 733 935
18:1 n-7 471 473 391 358 448 299
> Monoinsaturados 3929 4042 31.81 33.85 3347 2895
16:2 n-6 1420 049 037° 067 064> 033¢
16:2 n-4 273 0.86° 117 099 133> 0.67¢
16:3 378 113 1460 2250 170° 0719
18:2n-6 072> 118 1.10° 074> 082> 091°
18:3n-6 0.53° 097 109 0.12¢ 069 0.63°
18:4 n-3 nd nd 065 nd nd 0.66
20:4 n-6 AA 1520 1365 216 134° 139¢ 138
20:5 n-3 AEP 620° 603 556 3.58> 287> 243¢
22:6 n-3 ADH 023 0220 024 025 026° 0.30°

Y Polinsaturados ~ 17.13* 12.24° 13.8° 994> 970> 8.02°

Letras iguales en la misma fila indican grupos
estadisticamente iguales (p>0.05).

Superindices diferentes en una fila, representan grupos
estadisticamente distintos (p<0.05), nd= No detectado.
Equal superscript in same row indicates statistically equal
groups (p>0.05).

del grupo de los acidos grasos monoinsatura-
dos (AGMs) con valores maximos de 16.53%
en Algal a 60uE/m’s y 20.46% en Humus
a 120uE/m2.s, seguido del 18:1 n-9, el cual

fue mayoritariamente acumulado a 60uE/m?.s
tanto en Humus como en Algal con porcentajes
de 9.98% y 13.21%, respectivamente. Den-
tro del grupo de los acidos grasos saturados
(AGSs) se observo como predominante al 16:0
con porcentajes entre 18.79% y 31.37%. El
14:0 mostrd los maximos valores a 60uE/m?.s
en Humus. También se evidencié mayor conte-
nido del 18:0 cuando la microalga fue cultivada
a 180pE/m?.s, tanto en Algal (12.73%) como
en Humus (16.18%).

El nivel de irradiancia y los medios de cul-
tivo influenciaron la composicion pigmentaria.
En Algal, el contenido de clorofila a fue signi-
ficativamente (p<0.05) mas alto (0.9+0.04%)
durante la exposicion a menor intensidad lumi-
nosa, mientras que los carotenoides totales
mostraron una tendencia inversa a la clorofila
a (Cuadro 3), siendo significativamente mas
altos a la mayor irradiancia en ambos medios
de cultivo, obteniéndose las maximas concen-
traciones (0.5%=+0.01) en Algal.

CUADRO 3
Promedio + Desviacion estandar (n=3)
del contenido de clorofila a y carotenos totales
en Thalassiosira pseudonana cultivada con medio Algal
y Humus a tres irradiancias bajo sistema semi-continuo

TABLE 3
Mean + standard deviation (n=3) of chlorophyll a
and total carotene content in Thalassiosira pseudonana
grown in Humus and Algal media at three irradiances
under semicontinuous system

Irradiancia Medi9 de Clorofila Carotenos
(UE/m?.s) Cultivo totales
60 Algal 0.933+0.04"  0.242+0.01°
Humus 0.561+0.039 0.192+0.022
120 Algal 0.592+0.03¢  0.368+0.01¢
Humus 0.420+0.02° 0.291+0.02°¢
180 Algal 0.467£0.02¢  0.448+0.01F
Humus 0.285+0.012 0.318+0.024

Los valores se encuentran expresados como porcentajes de
biomasa seca.

Letras iguales en la misma columna indican grupos
estadisticamente similares (p>0.05).

Equal superscript in same column indicates statistically
equal groups (p>0.05).

1008 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 61 (3): 1003-1013, September 2013 @®®@

BY NC_ND



DISCUSION

Los cambios en los parametros fisico-
quimicos de los cultivos microalgales pueden
modificar la cinética de crecimiento y el valor
nutricional de estos microorganismos, por lo
que la produccion de biomasa, contenido pig-
mentario, proteinas, carbohidratos y lipidos
entre otros, son pardmetros utiles para medir
la productividad microalgal asi como el estado
fisiologico de las células. Los resultados obte-
nidos muestran que la cepa CCPUDO-39 de T.
pseudonana bajo estudio, puede mantener una
produccion diaria de biomasa, con una com-
posicion bioquimica estable, durante la fase
de equilibrio del régimen semicontinuo, prin-
cipalmente a 180uE/m2.s en ambos medios de
cultivo. La estabilidad en las concentraciones
de biomoléculas y en la densidad celular puede
atribuirse a la renovacion de nutrientes, lo cual
promueve en los cultivos una fisiologia similar
a la registrada durante la fase exponencial de
cultivos discontinuos (Fabregas et al. 1995).

Para maximizar la productividad celular en
cultivos semicontinuos es necesario establecer
inicialmente las condiciones idoneas para cada
especie, y la tasa de renovacion representa
un factor clave en dichos sistemas de cultivo
(Fabregas et al. 2000). Algunos ensayos rea-
lizados previamente, demostraron que la tasa
de renovacion utilizada en esta investigacion
era satisfactoria, coincidiendo con lo expuesto
por Otero et al. (1997), lo cual permitié obte-
ner durante la fase de estabilizacion en ambos
medios de cultivo a 180uE/m?.s, densidades
celulares superiores y tasas especificas de
crecimiento similares a las reportadas por Man-
sour ef al. (2005). A pesar de que el crecimiento
de T. pseudonana en Humus a 60 y 120uE/m?.s
fue bajo, el efecto combinado de éste, con el
incremento de la irradiancia permitié la mayor
produccién de biomasa.

De acuerdo a los resultados obtenidos,
el medio Algal fue superior comparado con
Humus en variables como contenido de pro-
teinas, produccion de algunos acidos grasos
polinsaturados de importancia nutricional y los
pigmentos analizados, mientras que el medio

Humus, solo permitio la mayor produccion de
lipidos totales. Al observar las diferentes varia-
bles estudiadas y compararlas entre medios de
cultivo, es posible inferir sobre la deficiencia
de uno o varios nutrientes en Humus, entre
ellos, los tipos y proporciones de las distintas
fuentes nitrogenadas. Se ha demostrado que
el nitrato como fuente de nitrogeno, ofrece
mejores beneficios en cultivos intensivos que
el nitrégeno amoniacal (Chaneva et al. 2007).
Young & Beardall (2003) mencionan sobre los
cambios que sufren células microalgales en
la fluorescencia de la clorofila por limitacion
de nitrato o adicién de amonio a los cultivos;
comportamiento que se ha interpretado como
interacciones entre la fotosintesis y asimilacion
de nitrogeno. Por su parte, Solovchenko et al.
(2008) establecen que cultivos microalgales
deficientes de nitrogeno, son mas fotosensibles,
posiblemente atribuido a limitaciones en la sin-
tesis de proteinas y clorofila, 1o que perjudica el
funcionamiento del aparato fotosintético.

Ademas, también estan las diferencias en
las concentraciones de fosforo entre ambos
medios, siendo mas abundante en Algal; limi-
tacion de este elemento, causa disminucion en
la eficiencia del transporte de electrones y con
ello, dafios a la maquinaria fotosintética difi-
cultando la captacion de luz por disminucion
en la concentraciones celulares de pigmentos
(Roberts et al. 2008), los cuales, a pesar de
no poseer fosforo en su estructura, su sintesis
requiere de este elemento (Hou et al. 2007).
Esto podria explicar las diferencias encon-
tradas en el contenido de proteinas, lipidos,
carbohidratos, pigmentos y biomasa de 7. pseu-
donana cultivada en ambos medios y que ha
sido demostrado en Thalassiosira weissflogii
(Liu et al. 2011).

En otro orden de ideas, la influencia de
los niveles de irradiancia en interaccion con
las diferentes fuentes y concentraciones de
nutrientes, ejercen un marcado efecto sobre la
composicion bioquimica microalgal, ya que
estos microorganismos dependen de la dispo-
nibilidad de luz para la fijaciéon de carbono,
asi como la asimilacion de nitrégeno y fosforo
necesarios en la produccion de energia (Wood
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et al. 1999) que es aprovechada para creci-
miento y sintesis proteica, cuando son 6ptimos
los niveles de nutrientes e irradiancia en los
cultivos. El incremento en el contenido celular
de proteinas por efecto de la irradiancia evi-
denciado en T pseudonana cultivada en Algal,
también ha sido observado en Tetraselmis
tetrathele (De la Pena & Villegas 2005), Navi-
cula incerta (Uriarte et al. 2006) y Chlorella
vulgaris (Seyfabadi ef al. 2011).

Los mayores porcentajes de lipidos encon-
trados en la diatomea cuando fue cultivada
con Humus puede atribuirse al aumento de la
irradiancia, que junto a la presencia mayori-
taria de nitrégeno amoniacal, pueden crear un
ambiente de estrés, promoviendo la sintesis
de esta macromolécula (McGinnis et al. 1997,
Solovchenko er al. 2008), sirviendo como
fuente primordial de energia ante condiciones
estresantes (Fabregas ef al. 2004). Por otro
lado, tanto el contenido de lipidos totales, asi
como la modificacion en la calidad de los mis-
mos se ve influenciada por la intensidad de luz.
Algunas especies como Phaeodactylum tricor-
nutum, Pavlova sp. y Nannochloropsis spp. son
conocidas como grandes productoras de AEP a
bajas irradiancias (Khotimchenko & Yakovleva
2005, Patil et al. 2007), mientras que Skeleto-
nema costatum ha sido conocida como poca
productora de AEP a bajas intensidades de luz
(Guihéneuf et al. 2009).

Pratoomyot ef al. (2005) reportan en Tha-
lassiosira sp. como principales acidos grasos al
16:0; 16:1 n-7 y 20:5 n-3 con bajos porcentajes
del 22:6 n-3 cuando fue cultivada a 143pE/
m?2.s. Un perfil similar fue encontrado en esta
investigacion, aunque los maximos de AEP
(6.20 %) se obtuvieron a 60pE/m?%.s en Algal,
evidenciandose una tendencia a su disminu-
cidn, con el incremento de la irradiancia en
ambos medios, mientras que las concentracio-
nes de ADH apenas fueron detectadas. Este
comportamiento permite sugerir sobre el incre-
mento en los porcentajes de acidos grasos satu-
rados como consecuencia en la disminucion

de los AGPs por efectos del aumento en la
irradiancia de los cultivos.

Basova (2005) menciona que los cambios
en los porcentajes de acidos grasos microal-
gales estan relacionados con las proporciones
de las diferentes clases de lipidos los cuales
pueden variar entre 2 y 44% dependiendo de
la especie y las condiciones de cultivo. En
este estudio, se observan mayores porcentajes
de AGPs a baja irradiancia en ambos medios
y principalmente AEP, el cual pudiera estar
asociado con los galactolipidos, considerados
componentes mayoritarios en membranas til-
acoidales para preservar la fluidez membranal
y el transporte de electrones en la fotosintesis
(Mock & Kroon 2002).

La disminucion en el contenido de cloro-
fila @ como consecuencia del incremento en el
nivel de irradiancia sobre cultivos microalgales
se ha descrito previamente (Miskiewicz et al.
2002, Carvalho et al. 2009), esto coincide con
los resultados evidenciados en esta investiga-
cion. Masuda et al. (2003) indicaron que bajas
irradiancias, inducen en las células el incre-
mento de pigmentos fotosintéticos tales como
clorofila @ a fin de aumentar su capacidad para
captacion de luz (Mock & Kroon 2002) y opti-
mizar la eficiencia del fotosistema dos (PSII)
(Janknegt et al. 2008).

En el caso de los carotenoides totales, su
incremento en conjunto con la irradiancia han
sido atribuidos a la sintesis de pigmentos foto-
protectores como las xantofilas, diadinoxan-
tinas y diatoxantinas los cuales juegan un rol
fundamental en la prevencién de dafios al
aparato fotosintético de diatomeas expuestas a
elevadas irradiancias (Lavaud et al. 2002).

Los resultados demuestran que la cepa de
T. pseudonana analizada presenta un margen
amplio de adaptacion, evidenciados por los
patrones diferentes de comportamiento, pro-
ducto de las perturbaciones fisiologicas oca-
sionadas por cambios en la irradiancia y en las
proporciones de nutrientes presentes en ambos
medios de cultivo.
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RESUMEN

Thalassiosira pseudonana es utilizada como alimento
en acuicultura, pero su valor nutricional esta influenciado
por las condiciones de crecimiento. Sistemas semicon-
tinuos, en fase de estabilizacion, con tres irradiancias
(60, 120 y 180puE/m2.s) y dos medios de cultivo (Algal y
Humus) fueron las condiciones en las que se determind el
crecimiento y componentes bioquimicos de 7. pseudonana.
En Humus a 180uE/m?.s se obtuvieron las méximas den-
sidades celulares (entre 3.86 y 4.62x10%el/mL) y mayores
concentraciones de lipidos y carbohidratos, con porcentajes
de 20.3+2.28 y 16.6+2.43, respectivamente. A 180uE/m?.s
en Algal se observaron los mayores valores de proteinas
(45.0+5.05) y carotenoides totales (0.5+0.01). El contenido
de clorofila a fue favorecido por baja intensidad de luz,
principalmente en Algal, con maximos de 0.9+0.04%. El
grado de insaturacion de los acidos grasos disminuy6 por
incremento de la irradiancia en ambos medios, estando
mayoritariamente representados por el acido eicosapentae-
noico, 20:5 n-3 (AEP), con porcentajes maximos (6.20%)
en Algal a 60uE/m?.s. Los resultados muestran multiples
respuestas fisiologicas de 7. pseudonana frente a cambios
en las condiciones de crecimiento, las cuales pueden ser
aprovechadas para mejorar su valor nutricional como
alimento de organismos cultivados, utilizando medios de
cultivo alternativos, que disminuyan los costos en la pro-
duccion microalgal.

Palabras clave: Thalassiosira pseudonana, acuicultura
tropical, acidos grasos, autdctona, cultivo semicontinuo.
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