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RESUMEN

El aislamiento y caracterizacion de las principales microalgas, en el sistema hidropdnico

del tipo raiz flotante fue el objetivo del presente estudio.

Estas microalgas fueron cultivadas bajo condiciones de luz y temperatura controladas. Para
suministrar la luz en forma continua, se utilizaron lamparas fluorescentes del tipo luz dia-
fria cuya intensidad de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) fue de 40 umol m?s’.
Luego del aislamiento microalgal las cepas se inocularon en tubos con 5 mL de medio
nutritivo Hoagland II-modificado (Arnon y Hoagland 1950). Las evaluaciones se realizaron
cada dos dias desde la inoculacioén del medio nutritivo hasta cumplir quince dias de cultivo.
De las muestras extraidas desde el sistema hidropdnico se aislaron e identificaron tres cepas
pertenecientes a los géneros: Chlamydomonas, Chlorella y Monoraphidum

correspondientes a la division Chlorophyta.

El crecimiento poblacional se determind mediante recuento celular con céamara de
Neubauer de 0,100 mm de profundidad y un microscopio triocular con aumento 40X. El

contenido de clorofila y proteina se determin6é mediante espectrofotometria.

Luego del recuento celular, en cada género aislado se determiné la tasa de crecimiento

poblacional, divisiones por dias y tiempo generacional durante la fase exponencial.

La densidad celular, contenido de clorofila a y clorofila total que presentd el género

Monoraphidium fue superior a los géneros Chlamydomonas y Chlorella.

El contenido de proteinas totales que presentd el género Chlamydomonas fue mayor a los

géneros Chlorella'y Monoraphidium.



De acuerdo a los resultados se puede concluir que las microalgas aisladas desde el sistema
hidropdnico del tipo raiz flotante pertenecen a la division Chlorophyta y que fueron las que
se presentaron en forma preponderante y bajo el medio Hoagland-II modificado son

capaces de desarrollarse.

Palabras claves: Microalgas, Chlorophyta, Densidad celular, Clorofila, Proteinas



ABSTRACT

The main microalgae in the root floating-type hydroponic system were isolated and

characterized in the present study.

These microalgae were grown under given ligth and temperatura controlate conditions. To
provide light uninterruptedly, cool daylight flourescent lamps with photosynthetically

active radiation intensity (PAR) of 40 pmol m™ s were used.

After microalgal isolation, the strains were inocculated in tubes with 5 mL of the modified
Hoagland-II (Arnon and Hoagland 1950) nutrient medium. Evaluations were conducted
every two days since inocculation of the nutrient medium until reaching 15 days. From the
samples withdrawn from the hydroponic system, three strains were isolated and identified.
They belonged to the Chlamydomonas, Chlorella and Monoraphidum genera of the

Chlorophyta division.

Population growth was determined by cell count with a Neubauer counting chamber of
0,100 mm of cell depth and with a three-ocular microscope with 40X magnification. The

chlorophyll and protein content was determined by spectrophotometry.

After cell count, population growth rate, cell divisions per day and generational time during

the exponential phase were determined.

Cell density, chlorophyll a and total chlorophyll content shown by the Monoraphidium

genus were greater than those of Chlamydomonas and Chlorella genera.

The total protein content shown by Chlamydomonas was greater than that of Clorella and

Monoraphidium.



According to the results, it can be concluded that the microalgae isolated from the floating-
type hydroponic system belonged to the Chlorophyta division and were those that occurred

predominantly, being able to develop under the Hoagland-II modified medium.

Key words: Microalgae, Chlorophyta, Cell density, Chlorophyll, Proteins



INTRODUCCION

Taxonomia de las algas

La clasificacion de las algas como parte del reino vegetal, ha presentado variadas
modificaciones a través del tiempo. Hace 200 afios se denominaban “algas™ al conjunto de
plantas, musgos, hongos y helechos, basandose en su caracter sexual. Posteriormente este
término se delimitd en base a rasgos microscopicos y coloracion, para luego incorporar las
formas flageladas pigmentadas al sistema de clasificacion (Parra y Bicudo 1996; Acleto y

Zuiiiga 1998).

Las algas presentan mayor diversidad vegetativa, reproductiva y de habitat en relacion a los
otros grupos de plantas. Su clasificacion esta determinada por ciertos caracteres estables
como: naturaleza de los pigmentos fotosintéticos, productos metabdlicos de reserva,
naturaleza quimica de la pared celular, nimero y posiciéon de los flagelos, tipos de
reproduccion, ciclo de vida y habitat. La combinacion de varios caracteres delimita las
divisiones y clases de las algas, pero estas clasificaciones tienen un caracter subjetivo y
temporal, segun el énfasis que da cada investigador a un caracter en particular (Acleto y

Zudiga 1998).

Mediante el estudio de secuencias del ARN y ADN, asi como estudios bioquimicos y
fisiologicos se han establecido relaciones filogenéticas dentro de las distintas clases de

algas (Pérasso et al., 1990; Volker et al., 1999)

Segun Uribe (1994), Alvarez (1994), Alveal et al. (1995), Parra y Bicudo (1996), Acleto y
Zuiiga (1998) y Parra (2006) el término “alga”, carece de significado taxonémico y no

corresponde a ninguna categoria nomenclatural, es decir, s6lo es un término colectivo para



un grupo heterogéneo de individuos. A su vez, el término “microalga” hace referencia a un
grupo de individuos microscopicos diferenciandose asi de las “macroalgas”.

Clasificacion vy caracterizacion de las microalgas

De acuerdo al sistema de clasificacion propuesto por Parra y Bicudo (1996), la division
Chlorophyta estd representada por 15 ordenes, los cuales son agrupados segun sus
caracteristicas morfologicas en: a) Formas unicelulares y coloniales, b) Formas

filamentosas unicelulares y ¢) Formas multinucleadas.

Parra y Bicudo (1996) establecen un sistema de clasificacion (Cuadro 1) para las formas

unicelulares y coloniales a las cuales pertenecen los érdenes Chlorococcales y Volvocales:

Cuadro 1. Clasificacién para las formas unicelulares y coloniales para Ordenes
Chlorococcales y Volvocales.

Division Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta

Clase Chlorophyceae Chlorophyceae Chlorophyceae

Orden Chlorococcales Chlorococcales Volvocales

Familia Oocystaceae Oocystaceae Chlamydomonadaceae
Género Chlorella Monoraphidium Chlamydomonas

Fuente: Parra y Bicudo 1996

De acuerdo a las caracteristicas morfologicas de cada clasificacion nomenclatural se

pueden describir en detalle a los organismos pertenecientes a distintas familias:

Familia Oocystaceae: Presentan células de morfologia variada; esférica, elipsoidal,
fusiforme, acicular, ovoide entre otras. El cloroplasto es unico y parietal ocupando
alrededor de 2/3 de la periferia celular, un pirenoide, células aisladas que permanecen
unidas s6lo por la gelatinizacion de la pared celular materna. La reproduccion es asexual

formando 2 a 16 autosporas que son liberadas mediante la ruptura de la pared celular



materna (Acleto y Zuiiiga 1998; Rifon-Lastra et al., 2001). EI género Chlorella contiene
alrededor de 33 especies descritas (Guiry y Guiry 2007), cuyo tamafio varia de 2 a 12 um
de forma esférica o elipsoidal (Van den Hoek et al., 1995). El género Monoraphidium esta
representado por alrededor de 78 especies de forma elipsoidal (Acleto y Zufiga 1998;
Guiry y Guiry 2007).

Familia Chlamydomonadaceae: Algas unicelulares generalmente biflageladas, esféricas u
ovoides; flagelos isomdrficos con dos células contractiles en la base, un solo cloroplasto en
forma de copa que en la parte basal contiene un pirenoide y en la parte apical un estigma.
Presenta estado palmeliode, que se produce cuando entra en la fase inmoévil de su ciclo
(Parra y Bicudo 1996; Acleto y Zuiiga 1998). En el género Chlamydomonas estan descritas
369 especies (Guiry y Guiry 2007), que presentan una fase de reproduccion por division
celular longitudinal como también reproduccion sexual bajo ciertas condiciones

ambientales (Acleto y Zufiiga 1998).

Caracteristicas del crecimiento microalgal

Segun una serie de investigadores (Uribe 1994; Alvarez 1994; Alveal et al.1995 y Gonzalez
2000) la curva de crecimiento celular estd compuesta por cinco fases, las que se definen por
el numero de células presentes en un tiempo determinado y por las condiciones generales
del cultivo: a) Fase de ajuste (las microalgas se adaptan a las nuevas condiciones de
cultivo); b) Fase exponencial (la division celular se incrementa en funcién del tiempo,
debido a la asimilacion de nutrientes desde el medio y a su activo proceso de reproduccion);
c¢) Fase de retardo (la tasa de crecimiento se reduce, por lo que el tiempo para duplicar la
poblacion aumenta); d) Fase estacionaria (el factor limitante y la tasa de crecimiento estan
equilibrados, las densidades celulares se mantienen relativamente constantes) y e) Fase de

declinacion (la tasa de crecimiento es superada por la tasa de mortalidad de la poblacion)



El crecimiento de una poblacion microalgal depende de la interaccion de factores
ambientales (temperatura, radiacion fotosintéticamente activa (PAR), pH y nutricién
mineral entre otros); los cuales inciden en la composicion bioquimica. Por lo tanto, el
manejo de estos factores permite la obtencion selectiva de principios activos (Uribe, 1994;

Bermudez et al., 2002; Mora et al., 2005).

Caracterizacion bioquimica de las microalgas

Las microalgas constituyen un grupo de microorganismos capaces de producir diferentes
compuestos de importancia nutricional, farmacéutica o industrial, bajo adecuadas
condiciones de cultivo. Entre estos compuestos se destacan clorofilas y carotenoides cuya
sintesis puede ser incrementada mediante la manipulacion de diversos parametros
ambientales (Ortega et al., 2006). La proteina microalgal se utiliza como suplemento

alimenticio por su facil produccion y potencial nutritivo (Romero y Hernandez 2002)

Contenido de clorofila a: El contenido de clorofila a es utilizado a nivel de laboratorio y a
escala productiva para estimar en forma indirecta la biomasa o densidad de las
comunidades fitoplanctonicas tanto marinas como dulceacuicolas, debido a que es el
principal pigmento fotosintético presente en las microalgas (Gregor y Marsalek 2004;

Rivera 2005).

El contenido de clorofila a se utiliza en el estudio de sistemas acuaticos como embalses,
cuencas hidrogréaficas, océanos y cursos de agua, como indicador del grado de
contaminacion. Este pardmetro es un importante indicador del estado fisioldgico del

fitoplancton. (Pinto et al., 2001).

Contenido de clorofila total: También el contenido de clorofila total es considerado un
indice de productividad biologica ya que permite cuantificar el crecimiento de un

organismo fotoautotrofo (Duthit et al., 2007). Serpa y Calderon 2006, estudiando el efecto



de diferentes fuentes de nitrogeno en el contenido de carotenoides y clorofila en Dunaliella
salina, informaron que el contenido de clorofila total se correlaciona positivamente con la
densidad o biomasa celular, sin embargo, algunos organismos como Chlamydomonas
nivalis bajo condiciones de estrés radiativo como por ejemplo: 5 umoles m™> s 6 1600
umoles m™ s, acumulan otros pigmentos que enmascaran la presencia de clorofila en las

células, (Gorton et al., 2001).

Mora et al. (2005) reportan que las microalgas expresan mayor eficiencia fotosintética a
bajas intensidades luminicas (50-200 pmoles m™ s'; PAR), incrementando asi su

concentracion de clorofila.

Contenido de proteina total: Los componentes orgéanicos principales de la biomasa
microalgal son las proteinas, lipidos y carbohidratos los que varian, dentro de una misma
especie, segun las condiciones de nutricion, radiacion PAR y temperatura a las que se

somete el cultivo (Morris y Moran 2002; Lopez-Elias et al., 2004).

El alto contenido proteico de las microalgas y su calidad (adecuado balance de aminoacidos
y bajos valores de acidos nucleicos en comparacion con otras fuentes de proteinas), hacen
factible que sean consideradas una alternativa o suplemento alimenticio tanto para la
nutricion humana como animal (Morris et al., 1999; Morris y Moran 2002; Romero y

Hernandez 2002).

Segun Jonte et al. (2006), la produccion de proteina a partir de microalgas depende
fundamentalmente de los niveles nutricionales y de PAR del cultivo. Para que exista una
asimilacion eficiente de nitrogeno, es necesaria la participacion de moléculas energéticas

provenientes de la fotosintesis para el transporte activo del nitrogeno.

A nivel comercial Chlorella y Chlamydomonas son citadas como géneros empleados para
la produccién de proteinas y algunos aminodcidos especificos como triptéfano, lisina y

leucina (Uribe 1994; Morris y Moran 2002; Andrade et al., 2006).
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Microalgas: Utilizacién y problematica

Varios autores han planteado la necesidad de dilucidar diversos aspectos de la biologia de
las microalgas, particularmente variabilidad morfologica, plasticidad fisiologica, atributos
bioquimicos, entre otros (Alveal et al., 1995; Morris et al., 1999; Quintana et al., 1999;
Mora et al., 2005). El conocimiento de la ecofisiologia y taxonomia permite evaluar
relaciones entre las especies y las condiciones ambientales, establecer vias de
aprovechamiento de los recursos microalgales ya sea desde una perspectiva de uso directo

como alimentos, o como fuentes de principios activos a nivel comercial.

En Chile actualmente se cultivan 2 tipos de microalgas (Phaeodactylum tricornutum y
Nannochloropsis sp) para alimentacion humana, como base para la preparacion de pastas y

otros alimentos con el objeto de mejorar su perfil de nutrientes (Rebolloso et al., 2000).

Los estudios relacionados con la taxonomia de las comunidades fitoplanctonicas datan en
Chile desde hace mas de un siglo, en ellos se han identificado en parte, las microalgas
presentes en cursos de agua en zonas geograficas tan diversas como la Antartica, San Pedro
de Atacama, Lago Penuelas ¢ Isla Juan Fernandez (Parra 2006). En general, se puede
estimar que entre 90 a 95 % de las microalgas presentes en flujos de agua dulce, pertenecen

a la division Chlorophyta (Parra y Bicudo 1996).

Las microalgas son capaces de colonizar diversos ambientes, entre ellos los sistemas
hidroponicos de cultivos de diversos tipos y a pesar de los esfuerzos que realizan los
productores para disminuir la presencia de microalgas en el sistema de cultivo, ellas
prosperan exitosamente. En sistemas hidroponicos “cerrados” (en los cuales la solucion
nutritiva se recircula), las microalgas son capaces de obstruir los ductos de riego, los

emisores y filtros entre otros, limitando de esta forma el abastecimiento de la solucion
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nutritiva. También, en sistemas hidropénicos del tipo “raiz flotante”, las microalgas
proliferan sobre las planchas de poliestireno expandido utilizadas como soporte del cultivo
(Vanninnen y Koskula 1998; Nonomura et al., 2001; Schwarz y Gross 2004). Esta
proliferacién dificulta el manejo cultural, incidiendo en los costos de mantencion y
reposicion del sistema (lavado y reemplazo de elementos de sostén y circulacion). Por otra
parte, el crecimiento de las microalgas en la superficie de las planchas permite la
proliferacion de insectos nocivos. Finalmente, uno de los mayores impactos en la
produccion hidroponica consiste en la desvalorizacion del producto lo que dificulta su

comercializacion (V).

No obstante lo anterior, las microalgas resultan ser beneficiosas para el crecimiento de la
planta, ya que el oxigeno liberado en la fotosintesis de las microalgas previene la
anaerobiosis en el sistema, secretan reguladores de crecimiento, sustancias antifungicas y

compuestos antibacterianos (Schwarz y Gross 2004).

Los estudios realizados por Schwarz y Gross (2004) determinaron que las principales
especies de microalgas asociadas a los sistemas hidroponicos con recirculacion de solucion
nutritiva, son Chlamydomonas sp y Scenedesmus sp, ambas pertenecientes a la division

Chlorophyta.

En Chile, se han realizado una serie de investigaciones con respecto a microalgas marinas y
algunas de uso productivo, pero hasta el momento no hay estudios sobre las microalgas en
los sistemas hidropdnicos de cultivos. En el presente trabajo se han caracterizado las
principales microalgas que es posible encontrar en el sistema hidropdénico del tipo raiz

flotante.
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("). Maria Luisa Tapia F. Ingeniero Agronomo, M.Sc. Facultad de Ciencias Agrondémicas. Universidad de
Chile. 2009. “Comunicacion personal”.

Hipotesis

Las principales microalgas encontradas en el sistema hidroponico del tipo raiz flotante,

pertenecen a la division Chlorophyta.

Objetivo General

Aislar y caracterizar las principales microalgas presentes en el sistema hidropdnico del tipo

raiz flotante.

Objetivos especificos

- Aislar las principales microalgas presentes en el sistema hidroponico del tipo raiz
flotante.

- Identificar taxondmicamente hasta el género de las principales microalgas.

- Caracterizar morfologicamente los géneros aislados.

- Determinar el crecimiento celular en funcion del tiempo de los géneros aislados.

- Determinar el contenido de clorofila a y clorofila total de los géneros aislados.

- Determinar el contenido de proteina total de los géneros aislados.



13

MATERIALES Y METODO

Lugar de estudio y material algal

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Horticultura e Hidroponia y el Laboratorio
de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, entre
mayo de 2007 a julio de 2008. Se colectaron microalgas desde el sistema hidropdnico del

tipo raiz flotante existente en la Facultad de Ciencias Agrondmicas.

Materiales

- Microalgas presentes en el sistema hidroponico

- Medio nutritivo Hoagland II-modificado (Hoagland y Arnon 1950) (Anexo III)
- 3 lamparas fluorescentes luz dia-fria (F40T10RS General Electric, USA)
- Radiémetro (LI-COR 185A, UK).

- Espectrofotometro (UV-1601 Shimadzu, Japan)

- Termometro digital (HI 98509 Hanna Instuments, USA)

- Autoclave (Vertil Type HL 341 Huxley, USA)

- Ventilador (TMV 2000, Telstar, USA)

- Agitador (Type 37600 Mixer, Thermolyne, USA)

- Ultrasonido (T 310 Transsonic, Germany)

- Camara fotografica digital (CyberShot S730 7,2 Megapixeles, Japan)

- Centrifuga (Eppendorf, Centrigue 5403, Germany)

- Microscopio (L1200B, Carl Zeiss, Germany)

- Camara de Neubauer (3H, Neubauer Brigtht-Line, Germany)

- Tubos Eppendorf 1mL
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6 Gradillas plasticas

Placas Petri de vidrio 100 x 20 mm
Tubos de ensayo de vidrio 18 x 100 mm
Asa metalica

Agar (MP Biomedicals, France)
Gabinete de crecimiento (Figura 1)

Claves taxondmicas (Parra y Bicudo 1996)
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Metodologia

El material microalgal se colectd en forma aleatoria desde el sistema hidroponico del tipo
raiz flotante ubicado en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile.
El material colectado fue colocado en 300 mL de medio nutritivo estéril usando un matraz
de 500 mL el cual se mantuvo durante 48 horas en el gabinete de crecimiento (24 £+ 1,2 °C;
40 pmol m? s’ PAR). Con el objetivo de aislar las microalgas se prepararon placas Petri
con medio nutritivo Hoagland II-modificado y ajustando el pH a 5,8. Para el aislamiento de

las microalgas se utilizaron dos técnicas:

Ky

Termdmetro

Material microalgal
Ventilador proveniente de sistema

hidropdnico tipo raiz Lamparas Flourescentes
flotante

Figura 1. Gabinete de crecimiento utilizado durante el estudio.

Aislamiento por rayado en agar: Primero se realizd una separacion preliminar de las

microalgas por medio de la técnica del rayado en agar. Para esto se prepararon 30 placas
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Petri con medio nutritivo agregando un 1% p/v de agar, hasta completar 2/3 de la placa para
luego ser esterilizadas. Una vez terminada la esterilizacion y posterior enfriado, se
colocaron en la periferia dos gotas del material algal original y mediante un asa se ray6 en
zig-zag sobre la superficie de la placa. Estas placas fueron mantenidas en el gabinete de
crecimiento (24 + 1,3 °C; 40 pmol m™ s PAR) hasta que se visualizaron las primeras
colonias (Figura 2). De estas colonias se seleccionaron aquellas mas evidentes y definidas
para realizar con éstas un nuevo aislamiento, pero esta vez por la técnica de dilucion

(Alveal et al., 1995).

Muestra Original

‘ Placas Petri con medio nutritivo + agar 1% p /v

NL L L E

Rayado en agar

Figura 2. Diagrama procedimiento aislamiento por rayado en agar empleado en el estudio

Aislamiento por dilucion: A un tubo de ensayo con 5 mL de medio nutritivo liquido
estéril se agreg6 la colonia extraida de la placa Petri con un asa estéril, agitindolo para
obtener una muestra homogénea. De este tubo N°1 se extrajo 1 mL y se agregaron 5 mL
medio nutritivo liquido, obteniéndose asi el tubo N°2. Este procedimiento de dilucion
seriada se repitid hasta obtener 4 tubos de ensayo con material microalgal diluido. De cada
tubo se prepararon 3 placas Petri con medio nutritivo liquido adicionando un 1% p/v de
agar, para realizar un nuevo aislamiento por rayado en agar (Figura 3). De las placas

obtenidas se selecciond la mejor diluciéon que permite la Optima separacion entre las



distintas colonias, para posteriormente proceder a obtener los cultivos unialgales 6 cepas.

En el presente estudio correspondio6 a la dilucion 1:125.

Placa con rayado en agar

imL

l 1mL

Placas con

— — — — medio nutritivo
+agarl%pl/v
— — — —

Figura 3. Diagrama procedimiento aislamiento por dilucion empleado en el estudio

Establecimiento de unidades microalgales aisladas (cepas): Las tres unidades
microalgales 6 cepas que fue posible aislar mediante la utilizacién de las dos técnicas de
alisamiento anteriormente descritas, se inocularon con un asa estéril tres tubos de ensayo
con 5 mL de medio nutritivo liquido. Estos tubos fueron mantenidos en el gabinete de
crecimiento por un dia, luego mediante un espectrofotometro se nivelaron los contenidos de
microalgas para que todos los tubos tuvieran una absorbancia de 0,050+0,003 a 700 nm

(como indculo inicial) para cada cepa segun Pulz y Gross (2004) (Figura 4).

Para cada cepa aislada se calculd tres repeticiones para cada medicion que se realizara
durante los 15 de incubacion, obteniéndose un total 72 tubos de ensayo, los cuales se

depositaron en el gabinete de crecimiento (Figura 5).
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Cepal Cepa 2 Cepa 3
—3 —3 —3
Inoculo inicial: 0,050 + 0,003
C————— medidoen 1 mL a700 nm
J J J mediante espectrofotometro.

Tubos Inoculados con 1 mL de cepas aisladas

Figura 4. Establecimiento de las cepas aisladas durante el estudio

Termdmetro

/ Lamparas Fluorescentes
Ventilador

Bateria tubos de ensayo con cepas aisladas

Figura 5. Diagrama gabinete de crecimiento y montaje de cepas microalgales aisladas.
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Identificacion y caracterizacion de las cepas aisladas: Mediante microscopio triocular
con aumento de 100X y aceite de inmersion se tomaron fotografias para ser identificadas
utilizando claves taxonémicas segiin Parra y Bicudo (1996) contando con la colaboracion

de la Ficdloga Ana Maria Mora.

Evaluaciones

Las cepas aisladas fueron evaluadas a los 1, 3,5, 7,9, 11, 13 y 15 dias de cultivo. Para las

evaluaciones se utilizaron de cada repeticion de las cepas 1 mL para el recuento celular, 1

mL para el contenido de clorofilas y 1 mL para el contenido de proteina total.

Recuento celular

Para el recuento celular se utiliz6 una camara de Neubauer de 0,100 mm de profundidad y
microscopio triocular con aumento de 40X. El nlimero de células se calculd de acuerdo a la

ecuacion publicada por Alvarez (1994) para ser transformado en namero de células-mL™
La tasa especifica de crecimiento poblacional (n), divisiones por dia (Div-d™") y tiempo de
generacion (TG) se calcularon en la fase exponencial de acuerdo a lo publicado por

Reynolds (1984)

Numero de células-mL™"' = T cuatro cuadrantes de cAmara Neubauer *10.000

4
Tasa de crecimiento p = In (Nf/No) / (Tf-To) (dias™)
Divisiones por dia Div-d"  =p/In(2)

Tiempo de generacion TG =1/ (Div-d™)

Siendo: p (tasa de crecimiento); In (logaritmo natural); Nf (densidad celular en Tf); No

(densidad celular en To); To (tiempo inicial) y Tf (tiempo final).
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Determinacion de la densidad celular

La densidad celular se estim6 mediante mediciones de absorbancia a 700 nm con un
espectrofotometro (Pulz y Gross 2004). Empleando una bateria de tubos de 1ml con distinta
concentracion de microalgas se determind la relacion entre nivel de absorbancia a 700 nm y
el recuento celular realizado con la camara de Neubauer. Con la relacion obtenida fue

posible estimar la densidad de las tres cepas durante el tiempo del estudio.

Determinacion del contenido de clorofilas

El contenido de clorofilas (Cl a, C1 b y CI total) se determiné en 1 mL de cada repeticion
por cepa. Cada mL fue colocado en un tubo Eppendorf y centrifugado a 5000xg durante 10
minutos. Se descartd el sobrenadante y al precipitado se agregé 500 pL de etanol al 80%,
para luego colocarlo dentro de un bafio de ultrasonido durante 10 minutos, para romper las
membranas celulares, después se volvio a centrifugar a 5000xg durante 10 minutos. Al
sobrenadante obtenido se midid la absorbancia a 663 y 645 nm usando un
espectrofotometro. El contenido de clorofilas se calculdé de acuerdo a las ecuaciones

publicadas por Arnon (1958) expresandose en mg-mL

Cla(mgmL™)=12,7 x Ages - 2,69 X Agus
Cl total (mg'mL™") = 8,02 X Aees - 20,21 X Agus

Determinacién del contenido de proteina total

El contenido de proteina total se determin6 en ImL de cada repeticion por cepa aislada.
Cada mL fue colocado en un tubo Eppendorf'y se centrifugéd a 3000xg durante 15 minutos.
El sobrenadante se elimino y al precipitado se agregd 200 pL del buffer de lisis, luego se
homogeneizd por agitacion vigorosa durante 30 segundos. Después se volvio a centrifugar,
pero esta vez a 10.000xg durante 3 minutos. Del sobrenadante se extrajo 20 puL a los que se
agregaron 780 pL de agua destilada y 200 pL de reactivo de Bradford (Bradford 1976).

Luego se midio la absorbancia a 595 nm con un espectrofotometro.
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El contenido de proteinas se estim6 usando una curva estandar realizada con seroalbumina

bovina (BSA), para finalmente transformar los valores en pg/mL.
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Andlisis estadistico

Se realizd un muestreo aleatorio simple en el sistema hidroponico, la unidad experimental

correspondio a la cepa aislada con tres repeticiones.

Para evaluar las distintas unidades microalgales que fue posible aislar, se construyeron

curvas de evolucion en el tiempo y éstas se compararon entre si.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones ambientales del ensayo

Durante los 15 dias que duro el estudio de las cepas aisladas, la radiacion (PAR) fue de 40
umol m? s, con luz continua. Los promedios de temperatura ambiente minima y méaxima
fueron de 17,5 £ 1,3 °C y 22,8 £ 1,2 °C respectivamente (Apéndice I). De acuerdo a la
informacion disponible, las condiciones del ensayo fueron apropiadas para obtener un buen

crecimiento y desarrollo de las unidades microalgales (FAO 2006).

Identificacion taxonémica

Del material microalgal colectado desde el sistema hidropdnico, se observaron distintos
tipos de microalgas pertenecientes a las divisiones Euglenophyta, Cyanophyta y
Chlorophyta. Mediante la observacidon microscopica fue posible identificar los
representantes por cada division mencionada. De la division Chlorophyta se observaron 8
representantes, de la division Euglenophyta se encontraron 2 representantes y de la division

Cyanophyta vieron 2 representantes.

De la division mayoritaria, Chlorophyta, con la asesoria de la Ficloga Ana Maria Mora se
identificaron  cuatro  géneros: Chlamydomonas, Chlorella, Monoraphidium vy
Klebsormidium. De estos, se lograron aislar los tres primeros, clasificandose segun las

claves taxonomicas de Parra y Bicudo (1996).

Ejemplo de sistema hidroponico del tipo raiz flotante, ataque de microalgas a nivel radical

y algunas microalgas encontradas durante el estudio se observan en las Figuras 6 y 7.
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Figura 6. Sistema hidropdnico del tipo raiz flotante (A) y ataque de microalgas a nivel
radical (B) Fuente: Fotografias del autor

Figura 7. Algunas microalgas encontradas en el sistema hidroponico del tipo raiz flotante
en el estudio. Division Chlorophyta (C) Division Cyanophyta (D) y Division Euglenophyta
(E). Fuente: Fotografias del autor

Segun Parra y Bicudo (1996) las microalgas se clasifican de acuerdo a caracteres

establecidos como naturaleza de los pigmentos fotosintéticos, presencia y numero de
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flagelos, metabolitos de reserva entre otros, para dar lugar a divisiones y clases segun el

énfasis que los investigadores le otorgan a estos caracteres (Anexo [ y II).

La clasificacion taxondémica segun Parra y Bicudo (1996) para las microalgas reconocidas

durante el estudio se presenta a continuacion:

Division  Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta Cyanophyta Euglenophyta
Clase Chlorophyceae  Chlorophyceae Chlorophyceae Cyanophyceac  Euglenophyceae
Orden Chlorococcales  Chlorococcales Volvocales Nostocales Euglenales
Familia ~ Oocystaceae Oocystaceae Chlamydomonadaceae  Sin identificar Sin identificar
Género  Chlorella Monoraphidium Chlamydomonas Sin identificar Sin identificar

Caracterizacion morfolégica

Los géneros aislados se identificaron de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas
distintivas. Chlamydomonas fue el primer género clasificado, sus flagelos y estigma
permitieron su rapida identificacion. El segundo que se identificd correspondié a Chlorella
su forma, tamafio y coloracion dada por el Unico cloroplasto que posee permitieron su
reconocimiento. Por ultimo, el tercer género fue motivo de discusion respecto a su
identificacion y clasificacion ya que las caracteristicas morfolégicas coincidian con los
géneros: Scenedesmus, Selenastrum y Monoraphidium. Por esto que se solicitdo la
colaboracion de la Red Venezolana de Investigacion en Microalgas (RedVIM), la cual
identifico la cepa aislada como Monoraphidium (*) siendo esta informacién corroborada

por las claves taxondmicas de Parra y Bicudo (1996).

(®). Jorge Zegarra. Biotecnologia en microalgas. Red Venezolana de Investigacion en Microalgas (RedVIM).
2008. “Comunicacion personal”.
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Descripcién del género Chlamydomonas: Células biflageladas, forma ovoide, unicelulares,

se reconocen estigma, pirenoide, cloroplasto, nucleo, células contractiles y flagelos. Las

estructuras celulares reconocidas se comparan con el diagrama presentado por Van den

Hoek et al. (1995) (Figura 8).

Flagelo

Células A
Contractiles

Pirencide

Cloroplasto

Figura 8. Estructuras celulares reconocidas para el género Chlamydomonas (A) 100X
(Fotografia del autor) y diagrama presentado por Van den Hoek et al. (1995) (B).

Descripcion del género Chlorella: Células esféricas, de coloracion verde, se reconocen

pirenoides, cloroplastos, envoltura gelatinosa y autosporas. En la Figura 9 se observan las
similitudes morfoldgicas entre las microalgas aisladas en el estudio y las microalgas

pertenecientes al Catalogo de microalgas de la Universidad de Sevilla, Espana (2009).
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Figura 9. Similitudes morfoldgicas del género Chlorella entre microalgas aisladas (A)
100X (Fotografia del autor) y Catalogo de microalgas de la Universidad de Sevilla, Espaia
(B). Fuente: Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, Universidad de Sevilla 2009.

Descripcion del género Monoraphidium: Consta de células fusiformes, de color verde, se
reconocen cloroplastos, formas unicelulares y autosporas. En la Figura 10 se observan las
similitudes morfologicas entre las microalgas aisladas en este estudio y las microalgas

pertenecientes al Catalogo microalgas de la Universidad de Sevilla, Espafia (2009).
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Figura 10. Similitudes morfologicas del género Monoraphidium entre microalgas aisladas
(A) 100X (Fotografia del autor) y Catidlogo de microalgas de la Universidad de Sevilla,
Espaiia (B). Fuente: Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, Universidad de Sevilla
20009.

Crecimiento celular en funcion del tiempo (Densidad celular).

El crecimiento celular mantuvo una tendencia similar en los tres géneros aislados. Mediante
la tasa de crecimiento se diferenciaron tres fases tipicas del crecimiento microalgal. Una
fase de ajuste o inicial que durd cuatro dias, seguida por una fase exponencial que se

prolong6 por ocho dias, y a partir del dia trece una fase de retardo (Figura 11).

Segun se observa en la figura 11, el género Monoraphidium mantuvo la densidad celular
mas alta respecto a Chlamydomonas y Chlorella, siendo su valor méaximo 7x10°
células'mL" alcanzado el dia quince de cultivo, en comparaciéon a los valores de
Chlamydomonas 5x10° células-mL™ y Chlorella 4x10° células'mL™" registrados en la

misma fecha
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—o— Chlamydomonas —&— Chlorella —<— Monoraphidium
1,E+07

1,E+06 ~

Fase | Inicial | Fase Exponencial Fase Retardo

Densidad (células / mL)

1,E+05
0 1 3 5 7 9 11 13 15

Tiempo (dias)

Figura 11. Evoluciéon del crecimiento celular en los géneros aislados Chlamydomonas,
Chlorella y Monoraphidium.

Al analizar las tasas de crecimiento poblacional (p) de los tres géneros aislados durante la
fase exponencial, Monoraphidiun presenté una tasa de 0,14; Chlamydomonas 0,10 y
Chlorella 0,13. Estos valores son menores a los reportados por Alvarez y Gallardo (1989)
en Chlorella saccharophila y Scenedesmus acutus, pertenecientes al orden Chlorococcales
bajo condiciones de laboratorio y con medio nutritivo especifico para microalgas

dulceacuicolas.

Trabajos realizados por Carrera (2006) y Rodriguez et al. (2007) con microalgas marinas
pertenecientes a la familia Chlamydomonadaceae con medios nutritivos especificos para
microalgas marinas muestran tasas de crecimiento poblacional superiores a 0,20. Si bien el
medio nutritivo utilizado en este estudio permite un crecimiento sostenido de la poblacion
microalgal, en comparacion a medios especificos para estos organismos, el incremento de

la poblacion es inferior.

Las divisiones por dia y el tiempo de generacion (Cuadro 2) son superiores a las

encontradas por Salomoén et al. (2003) y Quevedo et al. (2008) evaluando distintos medios
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de cultivo especificos para microalgas dulceacuicolas. Los valores obtenidos en Div-d™! y
TG durante el estudio indicarian que las condiciones nutricionales limitan el potencial de
crecimiento poblacional, de esta manera el tiempo que demora la poblacion en duplicar su

nimero es superior en comparacion a un medio nutritivo especifico.

Cuadro 2. Valores de divisiones por dia (Div-d') y tiempo de generacion (TG)
correspondiente a la fase exponencial de las microalgas Chlamydomonas, Chlorella y
Monoraphidium durante el estudio.

Género Tasa de crecimiento ~ Divisiones por dia Tiempo de

Fase Exponencial (Div-d™) Generacion
() (dias) (TG)
Chlamydomonas 0,10 0,144 6,93
Chlorella 0,13 0,187 5,33
Monoraphidium 0,14 0,202 4,95

El género Monoraphidium presenta durante la fase exponencial, mayor tasa de crecimiento,
también mayores divisiones celulares por dia y como consecuencia de lo anterior, menor
tiempo de generacion poblacional, lo que podria indicar que en este género las fases de
crecimiento (inicial, exponencial, retardo, estacionaria y declinacion) se cumplirian en un

menor tiempo, en comparacion a los géneros Chlamydomonas y Chlorella.

En Chlamydomonas, Chlorella y Monoraphidium, la tasa de crecimiento (p) a partir del dia
trece disminuy6 en promedio un 77,24% lo que indica que dichos géneros bajo las
condiciones del estudio comenzaron la fase de retardo. Esto concuerda con Uribe (1994) el
cual reporta que en la fase de retardo, la tasa de crecimiento se reduce aumentando asi el

tiempo para duplicar la poblacion bajo condiciones de laboratorio.

Rodriguez et al. 2007 y Quevedo et al. 2008, concuerdan en que la fase de crecimiento
exponencial en las microalgas se presenta al tercer o cuarto dia después de inoculado el

medio nutritivo y puede prolongarse por cuatro dias; sin embargo, si se controla la densidad
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celular mediante dilucion del medio y la concentracion de nutrientes permanece estable,

esta etapa podria extenderse por un mayor tiempo.

En promedio la densidad celular que se obtuvo en el género Monoraphidium fue un 15%
superior al género Chlamydomonas y un 26,5% superior al género Chlorella, la tasa de
crecimiento del género Monoraphidium durante el periodo comprendido entre el dia cinco y
trece de cultivo fue un 25% superior a la tasa de crecimiento de Chlamydomonas y un

29,1% superior a Chlorella en igual periodo.

Contenido de clorofila ay clorofila total

Clorofila a

Los géneros mantienen un comportamiento similar durante los siete primeros dias de
cultivo, para luego aumentar en el caso del género Monoraphidiun hasta alcanzar un valor
maximo de 9,2 mg'mL", para Chlamydomonas 3,4 mg-mL™ y para Chlorella de 3,2

mg-mL" (Figura 12).

El género Monoraphidium presentd en promedio durante los quince dias de cultivo un valor
de clorofila a de 3,6 mg-mL", seguido por el género Chlamydomonas con un valor de 1,6

mg-mL" y finalmente el género Chlorella con un valor promedio de 1,5 mg-mL"".
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Figura 12. Evolucion del contenido de clorofila a en los géneros aislados Chlamydomonas,
Chlorella y Monoraphidium.

Este comportamiento concuerda con lo reportado por Bermudez et al., (2002) estudiando la
microalga marina Chroomonas y con lo reportado por Ortega et al., (2006) estudiando el
crecimiento y contenido de pigmentos en Chlorella sp los cuales indican que el contenido
de clorofila a es inversamente proporcional a la intensidad luminica del cultivo, es decir,
que a mayor intensidad luminica menor es el contenido de clorofilas en las células. En este
estudio la radiacion PAR permaneci6 constante durante los quince dias de cultivo, por lo
que las variaciones de luminosidad del cultivo son atribuibles al crecimiento sostenido de
las células en cada género, en las cuales se habria generado un “auto-sombreamiento”, esto

habria ocurrido en el género Monoraphidium.

En un cultivo microalgal donde se observan células “verdes” y no hay cambios de
coloracion, la produccion y concentracion de clorofila a es mayor que la produccion de
otros pigmentos secundarios como por ejemplo astaxantina, estos pigmentos secundarios
indican que las condiciones del cultivo como por ejemplo nutricionales, principalmente
nitrogenadas son limitantes (Dominguez 2003). Durante este estudio los tres géneros

aislados presentaron un incremento en la produccion de clorofila a y no se observaron
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cambios en la coloracion del cultivo, lo que indicaria que las condiciones nutricionales no

fueron limitantes para el crecimiento microalgal.

Clorofila total

El contenido de clorofila total sigue la misma tendencia que el contenido de clorofila a para
los géneros aislados. En la figura 13 se puede observar el comportamiento de los géneros
respecto al contenido de clorofila total, en el género Chlamydomonas la clorofila total
aumento6 en funcion del tiempo hasta el dia trece del cultivo, para luego disminuir en un
19,13%. El contenido inicial de clorofila total fue de 0,48 mg-mL'l, para finalizar con un

4,87 mg-mL™". En promedio el valor alcanzado durante el estudio para este género es de 2,7

-1
mg-mL
—&— Chlamydomonas —&— Chlorella —— Monoraphidium
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Figura 13. Evolucion del contenido de clorofila total en los géneros Chlamydomonas,
Chlorella y Monoraphidium.

En Chlorella el contenido de clorofila total se increment6 en funcion del tiempo hasta el dia
trece del cultivo, a partir de este dia el contenido de este pigmento disminuy6 en un 1,1%.
El contenido inicial de clorofila total fue de 0,48 mg-mL™ para finalizar con un valor de
5,09 mg'mL"', este aumento indicaria que las condiciones fisiolégicas del cultivo fueron

favorables ya que permitieron un incremento normal de este pigmento.
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En el género Monoraphidium en promedio se obtuvo un contenido de clorofila total de 6,36
mg-mL™, el valor inicial de este pigmento fue de 1,01 mg-mL™" para finalizar el cultivo con

16,34 mg-mL"

Relacién entre densidad celular y contenido de clorofila total: En los géneros aislados se
observa que la densidad celular y el contenido de clorofila total estan estrechamente
relacionados, el incremento de ambas variables se produce hasta el dia trece de cultivo
(Apéndice II). El comportamiento observado durante este estudio concuerda con estudios
realizados por Serpa y Calderon 2006, en los cuales establecen que el contenido de clorofila

se correlaciona positivamente con la densidad o biomasa celular.

Mora et al., 2005 indican que la concentracion de este pigmento es mayor a elevadas
densidades celulares, siendo la clorofila total un indicador directo del crecimiento
microalgal. Este comportamiento se explica ya que a elevadas densidades celulares las
células requieran sintetizar mayores cantidades de pigmento para poder captar la energia
radiante suficiente y asi contrarrestar el efecto de “auto-sombreamiento” (Rosales et al.,

2007) (Figura 14).

Si bien en los tres géneros se obtuvieron altas relaciones entre sus densidades poblacionales
y el contenido de clorofila total (Apéndice I1I), Monoraphidium es reportado como modelo
para estudios a nivel citoplasmatico (Aparicio et al., 1994; Giraldes et al., 2000; Mora et al.,
2002) y no como potencial fuente de clorofilas, actualmente Chlorella, Scenedesmus,
Dunaliella, Euglenas, Spirulina y Anabaena son citados como los principales géneros
utilizados para la extraccion de este pigmento (Alveal et al., 1995; Mora et al., 2005;
Ortega et al., 2006).
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Figura 14. Relacion entre la densidad celular y el contenido de clorofila total en los géneros
Chlamydomonas (A), Chlorella (B) y Monoraphidium (C) durante el estudio.
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Contenido de proteina total

El contenido de proteina total mostr6 diferencias en los géneros aislados, asi, en el género
Chlamydomonas el contenido de proteina total promedio alcanzado fue 20,0 ug-mL™, con
un valor maximo de 28,4 pg-mL™ registrado el dia quince de cultivo. El contenido
promedio de proteina total alcanzado por Chlorella durante los quince dias de cultivo fue
16,0 pg'mL™", siendo el valor maximo alcanzado al finalizar el cultivo 19,4 pg-mL™". En el
género Monoraphidium el contenido promedio de proteina alcanzado durante los quince
dias de cultivo fue 17,0 pg-mL", siendo el valor maximo de 19,1 pg-mL™" registrado el dia

siete de cultivo, para luego comenzar a disminuir hasta 16,6 pg-mL™.

Tanto en el género Chlamydomonas como en el género Chlorella, aparentemente los
niveles alcanzados por la densidad celular no afectaron de manera negativa la produccion
de proteina, este comportamiento concuerda con lo reportado por Lopez-Elias et al. (2004)
y Jonte et al. (2006) los cuales estudiando la produccion de biomasa microalgal a nivel de
laboratorio, establecen una relacion entre el contenido de proteinas y el efecto de “auto-
sombreamiento” entre las células a altas densidades, es decir, mientras mayores son las
densidades celulares del cultivo, menor es la produccion de proteina microalgal. Este efecto
habria ocurrido en el género Monoraphidium, en el cual, hasta el dia siete de cultivo se
presenta un incremento en el contenido de proteina y a partir de esta fecha, el contenido de
proteina comienza a disminuir (Figura 15), dicho comportamiento concuerda con el

incremento a partir del dia siete de la densidad celular.
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Figura 15. Evolucion del contenido de proteina total de los géneros aislados
Chlamydomonas, Chlorella y Monoraphidium.

Relacién entre la densidad celular y contenido de proteina total: Tanto en el género

Chlamydomonas como en el género Chlorella, se observa que la densidad celular y el
contenido de proteina total estan estrechamente relacionados, el incremento de ambas
variables se produce hasta el dia quince en Chlamydomonas y Chlorella, en el género
Monoraphidium la relacion entre la densidad celular y el contenido de proteina total s6lo es
directa en la mitad del ciclo, aparentemente el nivel alcanzado por la poblacion microalgal
afecto la produccion de proteinas (Apéndice II). Los coeficientes de determinacion para la
relacion densidad celular/contenido de proteina total alcanzada por los géneros aislados

durante los quince dias de cultivo se presentan en el apéndice III.

En la Figura 16 se observan las relaciones entre las densidades celulares y el contenido de

proteina total para los géneros aislados durante.
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De los resultados discutidos anteriormente se desprende que la densidad celular, tasa de
crecimiento en la fase exponencial, contenido de clorofila a y clorofila total que se obtuvo
en el género aislado Monoraphidium fueron superiores a los obtenidos para los géneros
Chlamydomonas y Chlorella. Finalmente el contenido promedio de proteina total que se
obtuvo en el género Chlamydomonas fue superior a los géneros Chlorella y
Monoraphidium, esto indicaria que el contenido de proteina/célula de este género es

inferior respecto a Chlamydomonas y Chlorella.
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CONCLUSIONES

Sobre la base de las condiciones en las cuales se realizo este estudio, se puede concluir que:

- Las principales microalgas presentes en el sistema hidroponico del tipo raiz flotante
pertenecen a la Division Chlorophyta y pertenecen a los géneros Chlamydomonas,

Chlorella y Monoraphidium.

- El medio nutritivo Hoagland II-modificado permite el crecimiento de microalgas,
sin embargo este crecimiento poblacional es inferior a medios especificos utilizados

en ellas, aumentando asi el tiempo generacional.

- La clorofila total podria ser utilizada para estimar el crecimiento celular siendo una

herramienta alternativa al recuento celular.

- En Chlamydomonas y Chlorella existe una tendencia a incrementar la densidad
celular y en el contenido de proteina total durante los quince dias de cultivo. En

Monoraphidium esta tendencia se evidencia hasta el dia siete.
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GLOSARIO

Esporas inmoviles iguales en caracteres a la célula que las
originé

Organelo celular de doble membrana en donde se ubican los
pigmentos fotosintéticos.

Organelo celular donde emergen los flagelos.

Taxon menos inclusivo que un Reino pero maés inclusivo que
todos los taxa; es equivalente a Phyllum.

Unidad o categoria taxondmica basica; grupo de organismos de
similar morfologia que al cruzarse producen descendencia
fértil.

Estado temporal de formas monococales que consisten en
conjuntos de células rodeadas por una vaina gelatinosa comun.

Corpusculo pigmentado, localizado en el interior del
cloroplasto y que esta asociado a la orientacion del movimiento
flagelar, también llamado organelo fotorreceptor; también
llamado mancha ocular.

Estudio de algas.
Componente vegetal del plancton.

Apéndice celular elongado u organelo que permite a los
microorganismos y células reproductivas moverse libremente.

Region diferenciada del cloroplasto asociada con la sintesis de
almidon.

Fuente: Parra y Bicudo 1996
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APENDICE |

Promedio de temperaturas minimas y maximas en el periodo de estudio.

Dia de cultivo T° minima T° maxima
1 18 24
2 17 23
3 15 22
4 19 23
5 17 25
6 19 25
7 16 24
8 18 25
9 17 23
10 19 24
11 17 23
12 19 25
13 16 21
14 18 22

18 23

p—
(9]



50

APENDICE Il

Densidad celular, contenido de clorofila a, clorofila total, proteina total y relaciones de los géneros aislados durante el estudio.

Género Dias Densidad celular Clorofila a Clorofila Total Proteina Total
(células-mL™) (mg'mL™") (mg'mL™") (ug'mL™
Chlamydomonas 1 918.000 + 36.059 0,260 £ 0,05 0,493 £ 0,10 14,2 £1,92
3 1.154.667 + 57.735 0,359 + 0,05 0,680 + 0,11 15,6 + 0,42
5 2.294.676  130.512 0,712 +0,13 1,238 40,18 18,0 + 0,50
7 2.554.700 + 336.502 1,005+0,16 1,687 0,10 18,5+ 0,41
9 3.504.670 + 126.623 1,942+ 0,18 3,030+ 0,23 21,4+0,93
11 3.894.566 + 170.098 2,220 £ 0,33 3,454 £ 0,58 20,0 £ 0,34
13 5.311.433 + 1.383.630 3,376 + 0,89 5,575 + 0,45 23,3+ 0,90
15 5.374.766 £ 637.050 3,096 + 0,08 5,559 + 0,53 28,4+0,78
Chlorella 1 797.333 +75.056 0,276 + 0,02 0,481 £ 0,03 14,8 £ 1,48
3 1.400.700 + 70.946 0,527 + 0,04 0,866 + 0,13 14,0 + 2,09
5 1.930.643 + 337.095 0,836 £ 0,22 1,652 +£0,32 15,8 £ 0,46
7 1.927.400 + 205.508 0,783 + 0,03 1,320+ 0,14 14,5 £ 0,90
9 3.124.000 + 230.651 1,573 £ 0,26 2,563 +£0,59 17,6 £ 1,44
11 3.387.333 +£217.332 2,564 +0,38 4,080+ 0,76 19,3+ 0,25
13 4.244.000 + 988.989 3,225+ 0,99 5,148 + 0,69 19,1 £0,25
15 4.764.000 = 233.024 2,892 + 0,39 5,092 +0,11 19,4 + 0,75
Monoraphidium 1 918.667 +£281.129 0,600 + 0,02 1,007 £ 0,10 13,4+ 1,24
3 1.385.333 £ 30.551 1,206+ 0,11 2,660+ 0,11 15,8 0,76
5 2.062.000 + 308.058 1,193 £ 0,24 2,207 £0,45 17,2 £ 1,69
7 2.342.000 + 330.454 1,397+ 0,15 2,642 £ 0,53 19,6+ 0,10
9 4.502.000 + 30.000 4,180 + 0,36 6,525+ 0,30 16,9 £0,26
11 4.635.334 + 188.237 4512+0,33 7,822 + 0,94 16,3 + 1,27
13 6.362.000 + 1.347.479 6,289 £+ 0,29 11,706 £ 1,13 16,5+ 0,24
15 7.292.000 + 252.389 9,239+ 0,23 16,336 £ 1,13 16,6 £ 0,21
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APENDICE 111

Relaciones entre densidad celular, clorofila total y proteina total en los géneros aislados durante los quince dias de cultivo.

Género Coeficiente de determinacion Coeficiente de determinacion
Densidad/Clorofila Total Densidad/Proteina Total
S) (R?)
Chlamydomonas 0,979 0,932
Chlorella 0,952 0,871

Monoraphidium 0,980 0,360
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ANEXO |

Clasificacion de las microalgas de acuerdo a caracteres establecidos

Clase Pigmentos fotosintéticos Estructura del Pared celular Metabolitos de reserva Flagelo Caracteres citologicos
cloroplasto especiales
Cyanophyceae (algas Clorofila a, Sin cloroplastos, Generalmente con 4 o -1-4 glucano Ausentes Sin organelos
azules o verde -azules)  c-ficocianina, c- tilacoides libres en el capas de mucopéptidos ramificado, cianoficina envueltos por
60% dulceacuicolas ficoeritrinina, citoplasma, como componentes (proteina compuesta membranas
alloficocianina, B- ficobiliproteina en principales: acido solo por aminoécidos,
caroteno, xantofilas ficobilisomas sobre la muramico, glucosalina, arginina y aspartico)
superficie externa de los  alamina, acido glutdmico
tilacoides y o diaminopimélico;
rodeado por vaina
compuesta por acidos
pécticos y
mucopolisacaridos
Prochlorophyceae Clorofilaay b, B Sin cloroplastos, Presente, con vaina o -1-4 glucanos, no Ausentes Sin organelos

Chlorophyceae
(algas verdes)
95% dulceacuicolas

Charophyceae
90% dulceacuicolas

caroteno, xantofilas.

Clorofilaay b, B
caroteno, xantofilas
(luteina, violaxantina,
zeaxantina,
anteraxantina y
neoxantina)

Clorofila a y b, B
caroteno, xantofilas
(luteina,  violaxantina,
zeaxantina,
anteraxantina y
neoxantina)

pigmentos en tilacoides
libres en el citoplasma

Variable en forma y
numero de cloroplastos,
con 2 membranas, 2 a 5
tilacoides por lamela,
generalmente con
pirenoides

Numerosos elipsoidales,
en hileras longitudinales
rodeando la vacuola
central, nimero variable
de tilacoides por lamela,
sin pirenoides

mucilaginosa

Celulosa,
hidroxiprolinas
glicosidas, xilano, en
algunos géneros
calcificada

Celul6sica, calcificada
en algunas especies

ramificados y
ramificados

Granulos de almidon
dentro de los
cloroplastos,
envainando los
pirenoides

1 a8, iguales
apicalmente insertados

Granulos de almidon 2, iguales o no

dentro de los insertados

cloroplastos subapicalmente,
cubiertos por pequenas
escamas

envueltos por
membranas

Estigma, células
multinucleadas y
cenocitos son
comunes

Células
multinucleadas

Fuente: Parra y Bicudo 1996
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Pigmentos fotosintéticos

Estructura del cloroplasto

Pared celular

Metabolitos de reserva

Flagelo

Caracteres
citologicos
especiales

Clase
Chrysophyceae  (algas
amarillas) 80%
dulceacuicolas
Xanthophyceae

(algas verdes-amarillas)
85% dulceacuicolas

Bacillariophyceae
(diatomeas) 50%
dulceacuicolas

Phaeophyceae
(algas caf¢)
1% dulceacuicolas

Clorofila a y ¢ B
caroteno, xantofilas
(fucoxantina,
diadinoxantina)

Clorofilaayc,
caroteno, xantofilas
(diadinoxantina,
diatoxantina,
heteroxantina,
neoxantina)

Clorofilaayc, B
caroteno, xantofilas
(fucoxantina,
diatoxantina,
heteroxantina,
neoxantina)

Clorofilaay c, B
caroteno, xantofilas
(fucoxantina,
zeaxantina,
anteraxantina,
violaxantina)

1 a2, con 4 membranas, 3
tilaciodes por lamela, con
o sin pirenoides

1 a varios laminados o
discoideos con 4
membranas, 3 tilacoides
por lamela, algunos con
pirenoides internos
multilamelares

Variable en nimero y
forma, 1 a 2 laminados,
con 4 membranas y 3
tilacoides por lamela, con
pirenoide

Variable en nimero y
forma, con 4 membranas,
2 a 6 tilacoides por lamela,
pirenoides adheridos al
cloroplasto por un corto
pedicelo

Celuloso-péctico,
salificado o calcificadas,
a veces sin pared celular

Celulosica, en algunos
de dos piezas
superpuesta (forma de H
en filamentos)

Silicea de dos piezas

Capa interna
celulositica, capa
externa mucilaginosa

Crisolaminarina (B -1-3
glucano)

Lipidos y posiblemente
polisacaridos

Crisolaminarina ( -1-3
glucano)

B -1-3 glucano

2, iguales o desiguales,
uno largo
pantonematico, dirigido
anteriormente, el otro
acronematico dirigido
hacia atras o
lateralmente a menudo
reducido o ausente

2, desiguales, insertados
apicalmente o
lateralmente,
generalmente el flagelo
largo dirigido
anteriormente y el otro
hacia atras

Solamente en gametos
masculinosde diatomeas
céntricas

2, desiguales, insertados
lateralmente,
generalmente el flagelo
largo dirigido hacia
adelante y el otro hacia
atras vestigial en
algunos géneros

Estigma dentro
del cloroplasto
cuando lo
presentan

Estigma en
cloroplasto

Estigma (en
gametos
masculinos), un
reducido
cloroplasto
localizado cerca
de la insercion
del flagelo,
vesicula carente
de membrana y
que contienen
polifenoles

Fuente: Parra y Bicudo 1996
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Clase Pigmentos Estructura del cloroplasto Pared celular Metabolitos de reserva Flagelo Caracteres
fotosintéticos citologicos
especiales
Eustimatophyceae Clorofila a,  caroteno, 1, parietal, con 4 Fibrilar- mucilaginosa, Vesiculas lamelas 1 inserto Estigma en
xantofilas membranas, 3 tilacoides composicion no rodeando al pirenoide o en  subapicalmente, Z0ospora,
(vaucheriaxantina, por lamela, pirenoide determinada el citoplasma dirigido hacia adelante independiente
diatoxantina, esférico o poliédrico sobre del cloroplasto
heteroxantina, la superficie interna del
violaxantina) cloroplasto
Haptophyceae Clorofilaayc, a 2, con 4 membranas 3 Ausente, cuerpo celular B -1-3 glucano 2 insertados

40% dulceacuicola

Dinophyceae
(dinoflagelados)
7% dulceacuicolas

Cryptophyceae
50% dulceacuicolas

Euglenophyceae
97% dulceacuicolas

caroteno, xantofilas
(flucoxantina,
diatoxantina,
diadinoxantina)

Clorofilaayc, p
caroteno, xantofilas
(peridina, dinoxantina,
diadinoxantina)

Clorofilaayc,a
caroteno, xantofilas

Clorofilaayb, B
caroteno, xantofilas
(astaxantina
neoxantina,
diadinoxantina)

tilacoides por lamela 1
pirenoide por cloroplasto

Numerosos, variables en
forma, 3 membranas, 3
tilacoides por lamela,
pirenoide con forma
variable

1 a 2 por célula, parietales,
4 membranas, tilacoides
en pares no bien definidos
en espacios intraticoidales,
pirenoides presentes

Variable en numero y
forma, 3 membranasm 3
tilacoides por lamela, con
o sin pirenoide

cubierto con escamas
organicas o calcificadas

Membranas
concéntricas, capa de
vesiculas tecales con o
sin placas tecales
celulosicas de esporas
variables

Pared celular ausente,
periplasto granular o
fibrilar

Ausente, membrana
compuesta de fibras
proteinicas superpuestas

Granulos de almidon en el
citoplasma

Granulos de almidén en
matriz pericloplastica
cercana al pirenoide

B -1-3 glucano, granulos
en el citoplasma

apicalmente o
centralmente iguales

2 flagelos insertos
apicalmente
subapicalmente
heterodinamicos, o 2
emergiendo de
depresiones ventrales

2 iguales o desiguales,
emergen desde la
depresion ventral

2 iguales o no, con
bastones paraflagelares,
emergen de la
invaginacion subapical

Nucleo grande,
cromosomas
condensados en
todos los
estados,
centromero y
huso ausente,
estigma con
forma variada

Estigma dentro
del cloroplasto

Estigma
separado del
cloroplasto

Fuente: Parra y Bicudo 1996
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Clase Pigmentos Estructura del cloroplasto Pared celular Metabolitos de reserva Flagelo Caracteres
fotosintéticos citologicos
especiales
Rhodophyceae Clorofilaa, B Estrellados discoideos o Capa fibrilar interna, Almidoén a -1-4 glucanos, Ausente
(algas rojas) 2% caroteno, xantofilas laminares con 2 capa externa no fibrilar, en granulos externos al
dulceacuicolas (luteina, zeaxantina, membranas, tilacoides matriz mucilaginosa cloroplasto, azicares
anteraxantina, simples no apilados, amorfa de galactanos
violaxantina) ry ¢ — algunas veces rodeados por  sulfatados,
ficocianina tilacoides simples calcificacion en
periféricos, con o sin algunos géneros
pirenoides
Prasinophyceae Clorofilaay b, a p Generalmente unico, Cuando esta presente es ~ Granulos de almidon 1,2 o mas iguales a Tricocistos en

30% dulceacuicolas

Chlorarachniophyceae

Chloromonadophyceae

caroteno, xantofilas

Clorofilaayb

Clorofilaayb,
caroteno, xantofilas
(fucoxantina)

lobulado, también
numerosos, discoideos , con
2 membranas, 2 a 4
tilacoides, pirenoide

Numerosos cloroplastos ,
casa uno con pirenoide, 3
tilacoides por lamela, con 4
membranas

Numeroso, discoideos, con
4 membranas, 3 tilacoides
por lamela, pirenoide
ausente

no celuldsica, cuerpo
celular cubierto por
escamas organicas o
encerrado en una teca
organica

Ausente

Ausente

dentro del cloroplasto, en
ocasiones envainando el
pirenoide.

Almidoén

Desconocidos

menudo emergiendo de
una depresion apical,
cubierto con escamas
organicas

Soélo en zoosporas

2 desiguales,
apicalmente, uno
dirigido hacia delante,
el otro hacia atras
acronematico

algunas
especies

Mitocondria
con crestas
tubulares

Estigma ausente

Fuente: Parra y Bicudo 1996
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ANEXO 11

Papenfuss 1955

Schizophycophyta
Schizophyceae
Chlorophycophyta
Chlorophyceae
Charophycophyta
Charophyceae
Chrysophycophyta
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Bacillariophyceae
Cryptophyceae
Pyrrhophycophyta
Dinophyceae
Chloromonadophyceae
Phaeophycophyta
Phaeophyceae
Euglenophycophyta
Euglenophyceae
Rhodophycophyta
Rhodophyceae

Morris 1967

Cyanophyta
Cyanophyceae
Chlorophyta
Chlorophyceae
Charophyceae
Xanthophyta
Xanthophyceae
Chrysophyta
Chrysophyceae
Haptophyceae
Bacillariophyta
Bacillariophyceae
Pyrrophyta
Desmophyceae
Dinophyceae
Cryptophyta
Cryptophyceae
Euglenophyta
Euglenophyceae
Phaeophyta
Phaeophyceae
Rhodophyta
Rhodophyceae

Chapman y Chapman 1977

Cyanophyta
Cyanophyceae
Chlorophyta
Chlorophyceae
Prasinophyceae
Charophyceae
Euglenophyta
Euglenophyceae
Chloromonadophyta
Chloromonadophyceae
Xanthophyta
Xanthophyceae
Cryptophyta
Cryptophyceae
Pyrrhophyta
Desmophyceae
Dinophyceae
Chrysophyta
Chrysophyceae
Haptophyceae
Bacillariophyta
Bacillariophyceae
Phaeophyta
Phaeophyceae
Rhodophyta
Rhodophyceae

Bold &Wynne 1985

Cyanophyta
Cyanophyceae
Phochlorophyta
Phochlorophyceae
Chlorophyta
Chlorophyceae
Charophyta
Charophyceae
Euglenophyta
Euglenophyceae
Phaeophyta
Phaeophyceae
Chrysophyta
Chrysophyceae
Prymnesiophyceae
Xantophyceae
Eustigmatophyceae
Raphidophyceae
Bacillariophyceae
Pyrrhophyta
Ebriophyceae
Ellobiophyceae
Syndiniophyceae
Dinophyceae
Desmophyceae
Rhodophyta
Rhodophyceae
Cryptophyta

Van den Hoek 1995

Cyanophyta
Prochlorophyta
Glaucophyta
Rhodophyta
Heterokontophyta
Chrysophyceae
Parmophyceae
Sarcinochrysidophyceae
Xantophyceae
Eustigmatophyceae
Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Distyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Euglenophyta
Chlorophyta
Prasinophyceae
Chlorophyceae
Ulvophyceae
Cladophorophyceae
Bryopsidophyceae
Dasycladophyceae
Trentepohliophyceae
Pleurastrophyceae
Zygnematophyceae
Klebsormidiophyceae
Charophyceae

Fuente: Acleto y Zufiiga 1998
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ANEXO 11

Medio nutritivo Hoagland II-modificado (Hoagland y Arnon 1950), utilizado durante el
estudio.

Elemento Contenido (ppm)
N-NO; 155,660
N-NH,4 34,140

P 61,960
K 177,090
Mg 37,010
Ca 166,740

B 0,220
Mn 0,610
Cu 0,040
Mo 0,050
Fe 2,000
Zn 0,050

Fuente: Laboratorio Hidroponia y Horticultura. Facultad de Ciencias Agrondmicas.
Universidad de Chile.
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