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lo que realmente deseamos hacer por ello, debemos tratar

de hacerlo bien.
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mi familia, lo méds

importante.
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RESUMEN

Para el estudio de la microalga Dunaliella salina
Teodoresco, se colectaron muestras de 2 lagunas
hipersalinas; las Salinas de los Chimus y las Salinas de
Chilca.

La metodologia usada fue la técnica de micropipeta,
tratamiento con antibidético y la técnica de sedimentaciédn
algal, obteniéndose cultivos unialgales y axénicos,

El medio usado fue medio Johnson modificado en agua
de mar, utilizando concentraciones de NaCl (1-5M), éste
permitié evaluar el crecimiento, densidad y velocidad
algal a través de conteo en camara de Newbahuer y
lecturas de absorvancia en espectrofotdémetro. La relacidn
entre los métodos de conteo, se realizd con el analisis
de regresidén potencial.

Las mejores densidades algales se observaron en

cultives de concentraciones 1M, 1,5M v 3,5M de NaCl, para
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las cepas de las salinas de Chimus y Chilca. La mayor
densidad algal (4,603 x10% cels.m1”! equivalente al 56,4%
para la cepa de Chimus) se observdé en el cultivo de 1,5M
de NaCl.

La velocidad de crecimiento durante la fase
exponencial para ambas cepas,estuvieron entre 0,56-0,83
div.dia%, con un Td de 29-43 horas, en cédmara de
Newbahuer como en espectrofotémetro y a las mismas
concentraciones de cultivo.

El ciclo de vida en ambas estaciones, evidencid una
fase asexual con amplia diversidad morfolégica,
demostrando la plasticidad fenotipica de la especie. El
estado palmeloide se observd s6lo en ambiente natural de
la Salina de Chilca y la formacién de aplanosporas se
observé durante la adaptacién de la microalga en el
laboratorio para la misma estacién.

La tolerancia a la salinidad, que toleré el alga

estuvo entre 35-327,2 %o,



INTRODUCCION

Las microalgas, organismos capaces de formar a
partir de elementos simples, sustancias orgénicas
complejas. Estos vegetales inferiores constituyen los
elementos primarios en la produccién de materia orgénica
de los ecosistemas acuéticos considerdndoseles en muchos
casos como indicadores bioldgicos de cuerpos de agua.

Se encuentrandistribuidos mundialmente, presentando
diversidad de tamafio, pigmentacién, mecanismos
reproductivos, tasa de reproduccién elevada, siendo
muchas de ellas comestibles por ser fuente de vitaminas,
proteinas y minerales.

Los lagos salinos o Areas con sistemas acuédticos
salinos se presentan en todos los continentes y en
términos de volimenes absolutos y porcentual del agua

total de la biosfera, son menos importantes que las aguas



dulces, (VALLENTYNE, 1972).

En Sud-América se encuentran eran cantidad de
cuerpos de agua salados, definidos como aquellos que
presentan una concentracién de sélidos disueltos totales
mayores a un 3% (WILLIAMS, 1981). En nuestro pais los
lagos hipersalinos son sistemas acudticos continentales
la mayoria cercanos a la costa, que albergan en sus aguas
organismos adaptados a un desarrollo de condiciones
extremas.

Dunaliella es uno de estos organismos adaptados a
tales condiciones que pertenece a las Chlorophyta, es un
organismo unicelular eucariético, alimento principal del
braquiépodo crustédceo Artemia sp '"camarén de salmuera",
(BOWEN, 1980).

En la actualidad el cultivo de microalgas tiene gran
importancia para acuicultores, biotecnélogos, ecélogos,
etc., produciéndose cultivos en forma masiva con la
finalidad de utilizar el producto como suplemento en la
dieta alimenticia para animales (larvas de crustdceos,
moluscos, peces), como fertilizante de tierras de cultivo
6 materia prima en la obtencién de productos quimicos
(pigmentos, lipidos, glicerol).

En especial D. salina, motivo del presente trabajo,
ademads de su importancia como fuente alimenticia, como

alga verde unicelular extremadamente halofilica , se le



5
considera fuente potencialmente comercial en la
extraccién de glicerol y por sus soluciones
osmoreguladoras y de pigmentos carotenoides como B~
caroteno, formadores de la pro-vitamina A. (MASSYUK,
1968) .

El presente trabajo, centrd sus investigaciones a
diferentes aspectos bioldgicos de la microalga D. salina
como morfologia, ciclo de vida y mantencién de la cepa.
Esto nos permitid establecer las condiciones 6ptimas para
el manejo y reproduccidén de la especie, con el fin de
incentivar investigaciones futuras, en el campo de la
acuicultura y la biotecnologia, ya que contamos con la
materia prima, base fundamental para el desarrollo en
este campo.

Los ecosistemas salinos en el mundo contienen algas
halofilicas como clorofitas unicelulares y cianobacterias
constituyéndose en los productores primarios, conviene
asi conservar tales ambientes y darles el uso adecuado

para su debida explotacién.



ANTECEDENTES

El género Dunaliella, alga verde, unicelular fue
descrita por primera vez por Teodoresco en 1905, en honor
a M.F. Dunal, quien fue el primero que reconocié vy
certificé que el color rojo de los reservorios salinos
los producia un alga (DUNAL, 1837; citado en LOEBLICH,
1982).

Hasta hoy, muchas especies han sido descritas dentro
de un amplio rango de habitat y aun, cuando no todas las
formas de dicha alga registren un alto contenido de 8-
caroteno, muchas pueden ser reportadas como de color rojo
al medio natural sin contener grandes cantidades del
pigmento. Algunas células de Dunaliella, las cuales no
son capaces de tornarse rojo-naranja pueden no ser
considerados como D. salina (LOEBLICH, 1982).

Muchos organismos en cultivo, han sido mal nombrados
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¥y a algunas especies innecesariamente se les puso otro
nombre. Por ejemplo D. bardawil (e.g. BEN-AMOTZ & AVRON,
1983a), que es un nombre nulo y es actualmente un
organismo de D. salina Teod., como todo organismo que
aparece rojo debido a la gran acumulacién de B-caroteno
bajo condiciones extremas de desarrollo (MASSYUK, 1973).

Dunaliella es tradicionalmente colocada en el orden
Volvocales, familia Polyblepharidaceae; aunque ETTL
(1983), propone un nuevo orden Dunaliellales con la
familia Dunaliellaceae (CHRISTENSEN, 1962). Sin embargo
la taxonomf{a del género es aun incierta, muy variada en
especies, subespecies, ecotipos y variedades (MASSYUK,
1973; GINSBURG, 1987)., La posiciédn taxonbédmica de varias
formas reconocibles no es precisa (BOROWITZKA &
BOROWITZKA, 1986).

Debido a su elevado contenido proteico, D. salina
comenzd a ser considerada como fuente alimenticia ¥y
fuente bioquimica hacia la década del 40, realizandose el
primer Symposium sobre Cultivo Masivo de Microalgas en
1952, Desde entonces hasta la actualidad un sin nimero de
trabajos se vienen realizando en torno a la especie.

Con los avances y estudios realizados empiezan a
surgir otros organismos algales como fuente de
explotacién comercial tales como: Chlorella, Scenedesmus,

Chaetoceros y Spirulina.
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La competencia entre especies por sobrevivir dentro
de un mismo ecosistema, las obliga a desarrollar ciertas
adaptaciones en su constitucidén fisiolégica ¥y hasta
morfolédgica, haciéndolas organismos resistentes a
condiciones extremas.

En Australia desde 1978, se viene estudiando 1la
factibilidad de los cultivos a gran escala como fuente
comercial sélo de B-caroteno, ese mismo afio los
Laboratorios ROCHE establecen la planta de biotecnoiogia
algal en Australia (BOROWITZKA, et al., 1984). Sin
embargo operaciones de prueba fueron establecidas en
Rusia (MASSYUK, 1968), e Israel (BEN-AMOTZ, 1980).

El interés por la explotacién de D. salina, esté en
la utilizacidén de los colorantes naturales en vez de los
sintéticos (BEN-AMOTZ, et al., 1982; BOROWITZKA et al.,
1984). Esta alga tiene la habilidad para acumular
grandes cantidades de B-caroteno, a veces mAs del 10% de
su peso seco, tanto en forma natural como a condiciones
de laboratorio (BEN-AMOTZ et al., 1987).

En el Perdi a lo largo de la zona costera, existen
varias lagunas hipersaiinas, cuya importancia radica en
la produccién de sal, al igual que otras lagunas de este
tipo en el mundo, tienen como constituyente principal del
zooplancton al crustdceo Artemia sp, muy utilizado en

acuicultura (SORGELOOS, 1980). Algunas de estas lagunas
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en nuestro pais son: Virrild (Piura); Los Chimus
(Ancash); Huacho y Chilca (Lima); Caucato y Otuma (Ica);
etc.

El estudio en nuestro pais del fitoplancton de
cuerpos de agua salinas es muy limitado, sélo se han
realizado investigaciones en <cultivo de D. salina
Teodoresco v Nannochloris bacillaris (Naumann)
(RODRIGUEZ, et al., 1986) v D. viridis de las Salinas de

Huacho (BARBERENA Y MONTOYA, 1990).



MATERIAL Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

Los ambientes hipersalinos se encuentran cominmente
a lo largo de nuestra zona costera, en algunos casos
cercanos al mar y son de origenes variados (marinos,
fluviales, etc).

El material algologico estudiado, se colectd en las
Salinas de los Chimus, al norte de la provincia de
Chimbote entre los 78°27°59" Longitud Oeste v los
09°19°’20" Latitud Sur, en el departamento de Ancash y en
Las salinas de Chilca, ubicada a la altura del Km 67 de
la antigua Carretera Panamericana Sur (Km 86 de la actual
Panamericana Sur), entre los 76°42°38" Longitud Oeste y
les 12°32°45" Latitud Sur, provincia de Lima,
departamento de Lima, (Fig. la).

Las Salinas de los Chimus, localizada en suelo llano
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salitroso cercano al mar. Est4 conformado por varias
lagunas {4 6 mads) grandes, juntas una de otra. El pueblo
de Chimus pequefio junto a las lagunas produce
contaminacidén evidente en la zona. Las lagunas de origen
marino, se alimentan de aguas subterrdneas que ascienden
por capilaridad hasta la superficie, (Fig. 1lb}.

Las Salinas de Chilca localizada en terreno llano
salitroso, se extiende a 2 Km frente al mar conformada
por un conjunto de cuerpos de agua entre las que se
cuenta una grande y cuatro pequefias que, no evidencian
mayor contaminacidn. A unos cuantos metros de las lagunas
se observan monticulos de costra de sal, propias de las
zonas y un poco mAs alejado se halla la poblacién del
lugar. El nivel hidrico estd gobernado por filtraciones
de origen fluvial a través de aguas del rio Chilca

(CHACON, 1980}, (Fig. 1c}.

3.2 FACTORES FISICO-QUIMICOS

Se tomaron en cuenta tres factores fisico-quimicos:
a)temperatura: tomada con un termémetro de mercurio (-10
a 110°C); b)pH: medido con varillas de papel pH alcalino
(7,5-14), pH A4cide (1-7,5) y pH neutral (5,5-9); c)
salinidad: se registré empleando un salinémetro AO T/C,

para los ambientes naturales y & través de la curva
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standard, gque se obtuvo graficando 1las salinidades

correspondientes a las diferentes concentraciones de NaCl

(QP).

3.3 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE Dunaliella
salina

DIVISION CHLOROPHYTA

Clase Chlorophyceae

Orden Volvocales

Familia Dunaliellaceae

Género Dunaliella

Especie Dunaliella salina (teodoresco)

3.4 TECNICA DE COLECCION ALGAL

El muestreo se realizé, colectando muestras liquidas
lo mads concentradas posible, directamente dentro del
cuerpo de agua tanto de las zonas superficiales como de
las profundas. Para las muestras bentdénicas fue necesario
la ayuda de una espdtula & cuchara raspando las
comunidades algales en forma de natas adheridas a las
formaciones rocosas de sal. Las muestras obtenidas se
depositaron en frascos transparentes previamente

rotulados y otras envueltas en papel periddico para
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conservar las muestras secas. Ademéas se colecté
aproximadamente 500 ml de muestras de agua.
Las muestras, fueron trasladadas directamente al
laboratorio de Biologia de la Facultad de 1Ingenieria
Pesquera y de Alimentos de la Universidad Nacional del

Callao, para su posterior estudio.

3.5 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA EN ESTUDIO

Las muestras colectadas de la microalga fueron
aisladas y cultivadas en medio de cultivo adecuado con la
finalidad de obtener las concentracidén oéptimas para su

me jor desarrollo.

3.5.1 Limpieza y esterilizacidén del material;

El material de vidrio utilizado en el trabajo se
separé en dos grupos seglin las estaciones en estudio
(Chimus y Chilca). La limpieza se realizé con detergente
por 24 horas, para luego ser enjuagado con abundante agua
potable y por dltimo con agua destilada repetidas veces

(3-4).

La esterilizacién del material se realizé en estufa,
por el periodo de una hora a 180°C., después de un tiempo

que el material se enfriase se retiraba con la ayuda de



14
unos guantes de asbesto.

Los erlemeyers y probetas fueron cubiertos en la
parte superior con papel de aluminio y se les colocaba en
un armario cerrado; los tubos con tapa rTOSca eran
colocados inmediatamente en una cdmara secante estéril y
cerrada; Las placas petri se colocaban en bolsas gruesas
y herméticas de polietileno; las pipetas de diversos
volimenes:0,01-10 ml. y las pipetas Pasteur, se colocaron
en depdsitos de vidrio segin el tamafio, tapados con papel
de aluminio; Los cubre y porta objetos, lunas de reloj ¥

placa excavada fueron mantenidas estériles para su uso.

3.5.2 Agua de Mar;

El agua de mar fue colectada en la playa "Cantolao"
ubicado en el distrito de la Punta, provincia del Callao,
a cierta distancia de la costa donde la turbidez del agua
es minima, se almacené en Bidones de 35 litros de
capacidad, por un periodo aproximado de 3 meses
favoreciendo la muerte y descomposicidédn de los organismos
presentes, su sedimentacién y posterior filtrado., El agua
de mar envejecida como base para la preparacién de los
medios de cultivo favorece en gran medida el desarrollo
algal.

El envejecimiento del agua se realizdé en oscuridad

por tres meses, filtrdndose dos veces con papel filtro
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{0,45u) luego se repartidé en matraces de 500 ml, y se le
esterilizd (autoclavé) por un periodo de 45 minutos a 15
libras y 121°C. Posteriormente se enfriaba y refrigeraba

hasta su utilizacidén.

3.5.3. Medio de Cultivo
Los componentes del medio Johnson modificado se
encuentran en la tabla 16.

La preparacién del medio se realizé en un matraz de
2 litros, al que se le adicionaron por cada 973 ml de
agua de mar los siguientes componentes:

1 ml de cada macro nutriente

10 ml de solucién de fierro
10 ml de trazas de metales

El cloruro de sodio, se adicioné primero en
cantidades de acuerdo a la concentracién con la que se
trabajé, posteriormente se agregaron los macronutrientes,
la solucién de fierro y las trazas de metales.

El medio se esterilizé a 15 libras de presidén por
15' a 121°C, se registré el pH y la salinidad antes y

después de autoclavado.

- Medio Johnson Modificado (J/1) Agarizado
El medio semisélido se prepard agregando agar al 1,8

% y acetato de Sodio al 0,027 % al medio Johnson (J/1),
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en bafio maria hasta que el agar estuviese completamente
disuelto, luego se repartié en forma aséptica en placas
petri de 15 x 100 mm. Estas fueron distribuidas en bolsas
de polietileno herméticamente cerradas guardidndose en

refrigeracidén hasta su utilizacién,

3.5.4 Acondicionamiento de las Muestras;

Tratando de mantener las condiciones similares al de
su medio natural, las muestras colectadas y llevadas al
laboratorio se trabajaron de la siguiente manera:

Las muestras colectadas (5) por estacién, se
colocaron en el cuarto de cultivo provisto de estantes
con 4 fluorescentes (Phillips) de 40 watts cada uno, en
la parte superior de cada estante.

Se colectaron por cada estacién 5 muestras algales
en frascos de coleccién de 50 ml cada uno, adicionalmente
se colecté6 500 ml de muestra de agua, para evitar la
desecacién de las muestras algales luego, dichas muestras
se trasladaron al laboratorio y fueron observadas al
microscopio.

Se les suministré iluminacién artificial continua
durante 24 horas, adicionado al de la luz natural durante
el dia a través de una ventana. La distancia del
fluorescente a los recipientes de cultivo fue de 30 cm.

Con la finalidad, que el alga se adapte a su nuevo
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ambiente, no se le tratdé con medio inorgdnico sino hasta
después de 2 dias, tiempo necesario para el estudio de su
comportamiento en su medio natural y a la liberacién de
natas adheridas a las rocas de sal de la laguna.

A la muestra natural mé&s concentrada, después del
tiempo de adaptacién se le designé como "muestra madre”,
y sirvié para realizar los inéculos de 1 ml de muestra en
tubos de cultivo (15x100 mm.) con 9 ml de medio
inorganico (J/1). En total se inocularon 9 tubos, con
concentraciones de NaCl de 4M, 4,5M, 5M, por triplicado
para cada zona de muestreo.

Los tubos se incubaron en el cuarto de cultivo y las
observaciones microscépicas se realizaron después de un
mes, se selecciond el tubo que mostré mejor crecimiento

y de el se realizé el aislamiento algal.

3.6 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS MICROALGAS

Una vez seleccionado el medio al cual se adapté
mejor el alga, se realizé el proceso de aislamiento, que
tiene por finalidad purificar la muestra obteniéndose

cultivos clonales.

3.6.1 Método de la micropipeta;

Mediante éste método la utilizacién de micropipetas
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Yy su accidn de capilarizacidédn permite capturar células
algales individuales.

La colocacién de una gota con muestra del alga de
interés proveniente de lus tubos citados con (J/1) en una
luna de reloj, fue seguida por la observacién al
estereoscopio para tratar de separar y capturar las
células y vertirlas en otras gotas del medio de cultivo
hasta que se obtenga una célula en cada gota.

Cada célula fue capturada con una micropipeta y fue
lavada por desplazamiento en medio liquido varias veces.
Posteriormente cada célula algal limpia, se inoculd en un
tubo con 5 ml de medio (J/1) fresco y estéril, en
condiciones favorables de laboratorio, observidndoseles

periédicamente.

3.6.2 Método de placa con agar;

La aplicacién de éste método, permite obtener
muestras clonales unialgales, donde la progenie
vegetativa provenga de un sélo individuo;

Placas petri con medio (J/1) agarizado fueron
sembrados con 1 a 2 gotas de la muestra madre que fueron
esparcidas suavemente con el asa de siembra de vidrio
(Dragasky) en movimiento continuo en toda la placa ¥y
frente al mechero para evitar todo tipo de contaminacién.

Las placas sembradas se colocaron en bolsas de
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polietileno herméticamente cerradas y fueron colocadas
invertidas en los estantes para su incubacidn.

Posteriormente evidenciado el crecimiento algal, se
observaron las colonias al estereoscopio y se selecciond
la mejor aislada, la que se colocd en una ldmina excavada
diluyéndola en medio estéril, se verificé el crecimiento
algal al microscopio. Se sembré nuevamente 1 6 2 gotas de
la muestra diluida en placas con medio agarizado ¥y
acetato de sodio repitiendo el proceso hasta obtener el

aislamiento completo del alga.

3.6.3 Purificacion;
Obtenidos los cultivos unialgales, para completar la

asepcia de los mismos, se realizé la purificacién.

-Por antibidticos

Esta técnica consta de una mezcla de antibiéticos,
de tal forma que, las algas quedan libres de bacterias ¥y
se obtenga una muestra clonal axénica (GUILLARD, 1973),
(HOSHAW y ROSOWSKI, 1973).

Se preparé 5 tubos con 9 ml de medio de cultivo
estéril y se afiadié a cada uno de los 4 tubos la mezcla
de antibidticos siguientes: Se diluye 100 mg de
penicilina G sédica (CMH”NZNaO4) 1 millén UI ¥y 500 mg de

sulfato de streptomicina (C”HMN“O“Sﬁ, todo en 10 ml de
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agua destilada estéril, se repartié en los siguientes
voladmenes: 0,4, 0,6, 0,7 y 0,8 para las muestras de
Chimus y en voldimenes de: 0,05, 0,1, 0,2 y 0,4 para las
muestras de Chilca, quedando el quinto tubo como control.
Posteriormente se repartié 1 ml de muestra algal
seleccionada a cada uno de los tubos y se incubé a
condiciones de laboratoric para observar el desarrollo
algal.

A las 48 horas, se compard las muestras tratadas con
el tubo control en apariencia y motilidad, se selecciond
el tubo con la mezcla antibidética inhibitoria de
contaminantes y se procedidé a la transferencia aséptica
de las células algales purificadas a tubos con medio de
cultivo estéril sin antibidtico, se obtuvo la cepa clonal

axénica del alga.

-Por sedimentacidén celular;

Es favorable cuando se trata de purificar cultivos
clonales viejos, es decir, cultivos que por accidén de
algdin agente externo se contamine o por el tiempo de
mantencidén las células se concentran en el fondo del
tubo.

Con la ayuda de una pipeta Pasteur se extrajo el
sedimento del fondo y se colocd en un tubo con medio

nuevo y estéril, se homogenizd y se esperd hasta que las
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natas se diluyeron luego, se tomdé una gota deil
homogenizado y se observé al microscopio para la
verificacién de presencia celular.

Los tubos se mantuvieron en los estantes a
condiciones de laboratorio, en algunos casos fue
necesario sellarlos con parafilm, para evitar algin otro
tipo de contaminacidén, el procedimiento se repitié hasta

obtener cultivo libre de contaminantes.

3.7 MANTENIMIENTO ALGAL

El mantenimiento de las células algales clonales con
la finalidad de contar con un stock de cultivo de la
microalga se realizdéd a través de inoculaciones seriadas
gque permitieron la renovacién constante de la cepa. La
cepa, se mantuvo tanto en medio liquido como semisdélido
con poca iluminacién artificial o luz indirecta natural.

El medio usado para el mantenimiento fue (J/1),
distribuido 9 ml de éste, en tubos de 15 x 100 mm con 1
ml de indéculo. En placas petri de 100 x 15 mm
aproximadamente con 15 ml de medio agarizado se inoculé
1 6 2 gotas de muestra diluida, que se extendidé con un
asa de siembra de vidrio por toda la placa.

La inoculacién de cultivos stock para mantenerlos se
realizé en base a los datos de crecimiento algal, segin

las necesidades que puedan servir para futuras
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investigaciones, esto implica que varie de acuerdo a la

concentracién y el tiempo de repique.

3.8 CRECIMIENTO ALGAL

La poblacién algal aumenta a medida que se
incrementa el nimero de células por divisién, es decir,
la densidad celular es proporcicnal al nimero de células
presentes (COLL, 1986). Para determinar el crecimiento
algal se empleé 1los métodos de conteo celular con
hemocitémetro (cdmara de Newbahuer) y la determinacién de

la absorvancia mediante el uso del espectrofotémetro.

3.8.1 Método de conteo celular con hemocitémetro;

Este método permite un conteo adecuado de las
microalgas, distribuidas al azar, donde el numero de
células en un volumen conocido se pueda determinar y la
concentracidén celular pueda ser calculada.

El hemocitémetro empleado fue: SPENCER BRIGHT-LINE,
con una profundidad de 0,1 mm y una regla de Newbahuer,
estd dividida en dos cédmaras, cada una de las cuales
consta de 9 cuadrados de 1 mm de lado. A su vez cada
cuadrado estd subdividido en cuadraditos de 0,25 mm de
lado. El volumen de suspensién algal en un cuadrado de 1

mm de lado es de 0,1 mm’ (10'4 cc).
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La férmula empleada para contar la densidad celular
por mililitro con la ayuda del hemocitdémetro es:
d=qx10*
donde: d=ndmero total de cel.ml’!

Q=promedio de conteo por cara en 4 cuadrantes.

El procedimiento para realizar el conteo fue el
siguiente:

- Limpieza de la cdmara de conteo y su cubre objeto
respectivo con un algodén humedecido en alcohol.

- Homogenizacién de la muestra a evaluar y obtencidn
de una pequefia porcién con la pipeta pasteur que se
virtié en viales,

- Fijacién con lugol (una pequefia gota) con agitacién
simulténea.

- Obtencidén de un volumen determinado de la muestra
fijada v su distribucidén en la cdmara del hemocitémetro
tratando que la gota se extienda en forma uniforme al
colocar el cubre objeto.

- Observacidén microscépica con el conteo celular por
triplicado, se llena la cdmara respectiva en cada caso
contando los cuadrados de las esquinas, calculandose la
media aritmética de los registros hechos.

- El promedio de 1los datos que se obtienen se

multiplican por 10t y la densidad del cultivo se calcula
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como el numero de células por mililitro (cels.ml%).

3.8.2 Conteo en espectrofotdédmetro;

Con el fin de evaluar el crecimiento, se considerd
el uso del espectrofotémetro, a través del las lecturas
de absorvancia del cultivo algal determinando la densidad
celular.

Las lecturas de absorvancia, se llevaron a cabo en
un espectrofotdémetro: BECKMAN DU-62 del laboratorio de
Analisis Quimicos del 4rea de Oceanografia Quimica del
Instituto del Mar del Perd (IMARPE).

Las lecturas se efectuaron diariamente a la misma
hora por un periodo de 21 dias, los resultados de las
lecturas de absorvancia se traducen en porcentaje (%).
Las cubetas deben de contener un minimo de volumen de 2,5
ml y un madximo de 3 ml de solucié4n para la lectura.

El proceso de lectura fue realizado de la siguiente
manera:

- verificacién del funcionamiento &é6ptimo del aparato
encendido una hora antes de empezar las lecturas.

- Registro de la temperatura del ambiente donde se
hallan las muestras a leer 30 minutos antes de pasar por
el espectrofotémetro.

- Calibracién del aparato con estimacidén del rango de

error, si existe alguna variacién en la calibraciédn para
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la muestra o el blanco.
- Medicién de 3 ml de muestra, previa homogenizacidn
de ésta y su distribucién en el respectivo vial
previamente rotulado para su posterior lectura.
- Obtencién del volumen determinado de muestra con
pipeta graduada estéril frente a un mechero en
condiciones completamente asépticas.
- Lectura por triplicado de las muestras para la
obtencién de absorvancia promedio y procesamiento de
datos.
- Fijacién de la muestra con lugol para su conteo en

la cdmara de Newbahuer.

3.8.3 Velocidad de crecimiento algal;

La velocidad de crecimiento algal, que representa el
nimero de divisiones celulares en un determinado tiempo
con un tiempo de duplicacién o generacidén (Td). Este se
calcula a partir de la velocidad de <crecimiento
especifica (K), como sigue:
férmula de la fase exponencial del crecimiento:

K=3,322/(t,-t )xlog(N2/N1)
donde: ty-t= Intervalo de tiempo.
Ny = Concentracién celular o tamafio de la
poblacién al iniciar el periodo del tiempo

evaluado (tl)'
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N, = Concentracién celular o tamafio de la
poblacién al iniciar el periodo del tiempo

evaluado (tz).

Td=1/K (dia/div) = 24/K (horas/div)

Para 1la determinacién del <c¢recimiento a diferentes
salinidades se realizd lo siguiente:

- Se selecciond un tubo de muestra algal por estacidn
trabajada con crecimiento en fase exponencial,
replicidndose en matraces, a la misma concentracién
inicial para aumentar el volumen de las muestras, por que
se trabajard a diferentes concentraciones para evaluar la
tolerancia a la salinidad.

- Determinacién de la densidad celular por conteo en
la cdmara de Newbahuer que presenta cada tubo.

- En condiciones asépticas se prepardé matraces de 100
ml de capacidad con 45 ml de medio (J/1) al gque se
inocula 5 ml de muestra algal. A estos matraces se les
denomind matraces stock.

~ Determinacién de la densidad celular que presenta
cada matraz por conteo, para ver COmo se presenta la
poblacidén a la bateria.

- Inoculacién por duplicado de matraces con 45 ml de

medio conteniendo la respectiva cantidad de cloruro de
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sodio de acuerdo a la concentracidén estimada con 5 ml de
muestra por matraz.
- Los matraces para la lectura se colocaron en el
cuarto de cultivo con fotoperiodo continuo (24 horas) a
una distancia de 30 cm de los fluorescentes ademas de la
luz natural durante el dia.
- Se tomaron diariamente 2,5 ml de muestra de cada
matraz, para ser leidas en espectro y luego las mismas se
fijaron con lugol en sus viales respectivos para su
conteo celular, la hora y la temperatura se registraron
cuando se realizd la extraccidn de muestra.
- Las lecturas como el conteo de cada muestra se
hicieron por triplicado obteniéndose 1los respectivos

promedics para el procesamiento de datos.

3.9 CICLO DE VIDA

El estudio del ciclo de vida, se realizé con
muestras clonales purificadas de tubos de cultivo de 15
X 100 mm con tapa rosca y matraces de 100 ml de las
diferentes concentraciones de cloruro de sodio, que
contenian 9 ml y 45 ml de medio (J/1) respectivamente,

Las muestras clonales se mantuvieron en la sala de
cultive con fotoperiédo continuo las 24 horas, ademéds de

la luz natural suministrada durante el dia. Las muestras
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fueron agitadas diariamente en forma suave de 2 a 3
veces al dia.

Las observaciones diarias de las muestras se
obtuvieron con registros de datos morfométricos,
utilizando microscopio compuesto con un micrométrico
ocular, microfotografias y dibujos simultdneos de los
estadios vy de las fases de reproduccidén, de acuerdo a

las concentraciones de NaCl sometidas utilizadas.

3.10 TOLERANC!A A LA SALINIDAD

La salinidad es un factor limitante en el desarrollo
de las microalgas y para determinar el rango de
tolerancia a la salinidad del alga, se realizé un
tratamiento a diferentes concentraciones de cloruro de
sodio como sigue:
- Se prepard un conjunto de concentraciones de NaCl
por estacidén {(Chimus y Chilca), con la finalidad de
comparar el comportamiento de las cepas algales.
- Se prepararon 10 concentraciones; 1 sin cloruro de
sodio y 9 con cloruro de sodio, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5,
4, 4,5 vy 5 M las que se agregaron por separado al medio
de cultivo (J/1).
- Se virtieron 45 ml de medio en matraces de 100 ml ¥y

se agregd 5 ml de indculo.
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- Los matraces fueron rotulados para diferenciar las
concentraciones y la estaciodon respectiva y colocadas en
los estantes de la sala de cultivo en condiciones vya
citadas.
- Las observaciones del <c¢recimiento algal fueron

continuas v simultaneas para ambas estaciones.

3.11 PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos durante el desarrollo de la
microalga se ajustaron a una funcién logistica
[N(t)=k/{1+((k~No)/No)*exp(-rt)}], con variables como el
tiempo (t) expresado en dias, la densidad celular (N)
expresada en cels.ml'1 é absorvancia expresado en
porcentaje (%), segin el método usado, (k) que representa
la mAxima concentracién que puede alcanzar el cultivo; se
obtuvo la tasa de crecimiento instantdnea (r) expresada

en cels.ml!l.dia™l.

Para la curva de crecimiento
encontrada hasta el primer dia de la fase de declive
celular.

Para efecto de comparacidén de las dos técnicas
usadas (cdmara de Newbahuer y espectrofotémetro), se
realizé el andlisis de regresién potencial, determinando

asi la correspondencia que existe entre ambos resultados.

Los datos de la funcién logistica, se procesaron con
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el paquete computacional FISHPARM (Saila et. al, 1988);
el andlisis de regresién,las gréaficas y tablas en Q-pro

5,05 el desarrolloc del texto en Work perfect 5,1.



RESULTADOS

4.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS CEPAS DE Dunaliella
salina

Luego del anélisis de las muestras colectadas, se
escogié la més concentrada de células de D. salina,
denominidndosele "muestra madre”™ a partir de la cual se
obtuvieron alicuotas para inoculaciones posteriores.

La adaptacién y crecimiento del alga luego de la
inoculacién de tubos de <cultivo con medio Johnson
modificado (J/1), a tres molaridades diferentes; 4, 4,5
y S5M de NaCl se observé a simple vista después de 11
dias, una coloracién rojiza pélida en los tubes de
cultivo. Posteriormente a los 30 dias la observacion
microscédpica permitié reconocer que, los tubos de cultivo
mejores y mas concentrados con D. salina fueron los de

4,5M de NaCl para las localidades de Chimus y Chilca.
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Esta concentracidén fue seleccionada para trabajar durante
la parte preliminar, debido a la reduccidén de Ilos
contaminantes asegurando un manipuleo eficaz de la
microalga.

El aislamiento algal en placa petri no permitid
mayores resultados de purificacidn siendo el crecimiento
lento (2-3 meses) y de facil contaminacién.

El aislamiento algal por la micropipeta, permitié el
crecimiento de las cepas de Chimus (4 tubos) y Chilca (8
tubos) con buen crecimiento algal.

La purificacidén por antibidticos de la cepa de
Chimus fue de 0,6 a las 48 horas de inoculacién
demostrando la mavor contaminacién comparada con la cepa
de Chilca la cual fue de 0,4 luego de 48 horas de

incubacidén sin alteracién de su morfologia y motilidad.

4.2 CRECIMIEMTO DE LAS CEPAS DE D. salina

El cultivo de la Clorofita D. salina, se realizd en
medio J/1 enriquecido con agua de mar a un pH de 7,5 y
una temperatura promedio de 29,9 +/_ 1°C. y con 10
diferentes concentraciones de NaCl (la concentracién OM,
fue la trabajada sélo con agua de mar).

Los datos de la densidad algal, obtenidos experimen-

talmente por conteo sucesivos, en un periodo de 21 dias

en camara de Newbahuer y lecturas en espectrofotémetro,
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se muestran en las tablas del 1 al 4, las que variaron de
acuerdo a la concentracién de NaCl a la que fue expuesta
el alga.

Las curvas de crecimiento de D. salina, desde su
adaptacidn hasta su madximo desarrollo en las diferentes
concentraciones de NaCl tratadas, se muestran en las
figuras del 3 al 6 y tablas del 5 al 8.

D. salina, de las Salinas de los Chimus presentd una
fase de adaptacién un poco larga, hasta el 5t dia para
las concentraciones bajas (0-2,5M de NaCl) vy hasta el 1o
dia para las concentraciones altas (3-5M de NaCl), (Fig.3
y 4; tabla.5). Para las salinas de Chilca la fase de
adaptacién duré los 3 primeros dias de conteo para los 5
cultivos de concentraciones bajas (0-2,5M de NacCl),
extendiéndose hasta el 9" dia de conteo para los 5
cultivos de concentraciones altas (3-5M de NaCl),(Fig.5
y 6; Tabla.7). Para la cepa de Chimus la fase exponencial
en cultivos de concentraciones iniciales de 0, 1 ¥ 1,5M

7% dia de conteo

de NaCl, estuvieron dentro del 3% al
con una duracién de 2 a 3 dias como madximo, estas
variaciones fueron observadas tanto en los conteo con
camara de Newbahuer como en las lecturas con
espectrofotémetro, (Fig.3 y 4; tablas.5 y 6). Para la

cepa de Chilca en cultivos de las mismas concentraciones

de NaCl , tuvieron una fase exponencial bien marcada;
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Dentro del 37 al 10" dia de conteo esta fase tuvo una
duracidén de 2 a 6 dias como mdximo. Posteriormente el
crecimiento algal fue lento hasta alcanzar su maxima
concentracidn celular durante la fase estacionaria, la
que tuveo una duracidén aproximada de 4 a 6 dias en ambas
cepas, para luego terminar con la fase de muerte
celular.

Para ambas cepas los cultivo de bajas concentracio-
nes 2 y 2,5M de NaCl, experimentan un crecimiento poco
diferenciado entre una fase y otra, con valores bajos y
paralelos entre si. En las concentraciones méds altas 4,5
¥y 5M, donde la densidad celular aumenta muy lentamente se
llegé a obtener su desarrollo mdximo hacia el penidltimo
6 dltimo dia de conteo (Fig. 3 - 6).

Los cultivos de concentraciones 3, 3,5 y 4M de NacCl,
muestran un aumento en la densidad celular con diferen-
ciacién de fases no tan marcadas como en los cultivos de
concentraciones bajas, (1 y 1,5M). Las fases de adapta-
cidén para ambas cepas fueron largas (hasta el 8" dia),
la fase exponencial empieza hacia el 8" dia de conteo,
teniendo una duracidén en la cepa de Chimus (4-8 dias)
mayor a la cepa de Chilca (4-5 dias}, en cultivos cuyas
concentraciones de NaCl fueron de 3M y 3,5M. La fase
estacionaria para la cepa de Chimus {3 dias} fue mé4s

corta que para las cepas de Chilca (5-6 dias), alcanzando
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su maximo desarrollo celular para luego terminar en la
fase de muerte celular. Lo observado se evidencid tanto
durante los conteos en cédmara de Newbahuer como durante
las lecturas en espectro.

La velocidad de crecimiento (K) de las cepas de D.
salina, obtenidas para los cultivos con un crecimiento
algal gradual by elevado; sus valores inmediatos
superiores y posteriores, se muestran en las tablas del
9 al 12.

Para ambas salinas estudiadas, los cultivos cuyas
concentraciones estuvieron en el rango de 1M y 1,5M de
NaCl, presentaron un desarrollo gradual y elevado. Sin
embargo el cultivo tratado con agua de mar (OM de NaCl)
presenté el desarrollo celular m&s alto entre las
concentraciones bajas, (tablas 9 ¥ 11). Los resultados
con cé4dmara de Newbahuer fueron semejantes a los del
espectrofotémetro. Para cultivos con concentracién 3,5M
de NaCl, entre las concentraciones altas, presentd un
desarrollo gradualmente elevado diferenciédndola de las
otras concentraciones (3 y 4M), (tablas. 10 y 12).

Las mejores velocidades de crecimiento celular (K)
se observaron en cultivos de concentraciones 1M, 1,5M y
3,5M de NaCl, tanto para las cepas de Chimus como Chilca
y con ambas técnicas (cdmara de newbahuer y

espectrofotémetro). Aunque la velocidad méds elevada se
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presentd en cultivos tratados sélo con agua de mar (OM de
NaCl).

La velocidad de crecimiento (K) para la cepa de
Chimus la cual presenté un crecimiento gradual y elevado,
tanto para camara de Newbahuer <como para espec-
trofotémetro en forma decreciente fue la siguiente:
OM:1,53- 0,94; 3,5M:0,79; 1,5M:0,83 y a 1M:0,78- 0,65
div.dia*, con un Td (horas.div4) de 16 a 26, 30, 29 y de
31 a 37 para las concentraciones de NaCl de OM, 3,5M,
1,5M, v IM respectivamente (Tabla.9 y 10).

Los valores de (K) para Chilca con las mismas
caracteristicas, en orden decreciente fueron tanto con
camara de newbahuer como con espectro, como sigue:
OM:1,02- 0,79; 3,5M:0,78- 0,60; 1M:0,60- 0,56 div.dial,
con un Td (horas.div*) de 24 a 30 para OM; de 31 a 40
para 3,5M y de 40 a 43 para 1M (Tabla.11-12).

Los valores de las densidades 1iniciales para las
salinas de Chimus y Chilca el primer dia de conteo fueron
de un promedio de 1,5 x10' cels.ml”! en camara de new-
bahuer y de un promedio de 1,9 % del desarrollo celular

para las lecturas en espectrofotémetro.

4.3 TOLERANCIA A LA SALINIDAD
El efecto de la salinidad, como factor limitante en

el crecimiento de D. salina, permitié6 establecer Ila
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tolerancia algal para su desarrollo.

Del analisis de la funcidén loeistica, para las
diferentes curvas de crecimiento en condiciones de
laboratorio, se pudo observar los diferentes periodos de
tiempo que la microalga pasa para su maximo desarrollo.

La tolerancia a la salinidad evidenciado por la tasa
de crecimiento instantédneo (r), permitié, determinar la
concentracién 6ptima de NaCl para D. salina. Los datos
obtenidos tanto en cdmara de Newbahuer como en espectro-
fotémetro, fueron para la cepa de los Chimus en 1™ ¥ oo
lugar para Newbahuer a 3,5M:0,70 y 1M:0,64 y para
espectro el 1% y 29 Jugar fue para IM:0,64 y 1,5M:0,50
respectivamente. En Chilca los valores de (r) fueron de
0,84 y 0,72 para IM, de 0,63 para 3,5M, mientras que en
espectro para 1,5M el (r) fue de (,59.

La relacién establecida a través del grado de
tolerancia a la salinidad y el mdximo desarrollo celular
alcanzado por el alga determiné la tasa de crecimiento
instantdneo (r) (tablas 13-14).

Ambas cepas (Chimus y Chilca), toleraron un amplio
rango de concentraciones de sal entre 35 y 327,2 %o.
aproximadamente.

Con el fin de establecer una relacién entre las
técnicas usadas para los conteo {camara de Newbahuer Yy

lecturas en espectrofotémetro), se realizé el andlisis de
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regresidon potencial, se observd la correspondencia de los
resultados v la variabilidad de ambos (Tabla.15). Las
curvas correspondientes a la cepa de las Salinas de los
Chimus y las Salinas de Chilca se presentan en Fig. 7 y
8 respectivamente.

La relacién entre densidades de D. salina, de las
salinas de los Chimus utilizando las 2 técnicas usadas
dan como resultado una regresién potencial del 97% de
correspondencia. Para las salinas de Chilca el porcentaje
obtenido del andlisis es del 96% de correspondencia, lo
que determina que ambas técnicas se acercan a los valores

reales de proximidad uno del otro.

4.4 CICLO DE VIDA

Las observaciones realizadas durante el cultivo ¥y
mantenimiento de la cepa algal, permitieron reconocer los
diferentes estadios vegetativos Yy rebroductivos de la
fase asexual como de la sexual y establecer el diagrama

del ciclo de vida para cada una de las cepas.

4.4.1 Cepa de Dunaliella salina de las Salinas de
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Chimus.
-Estado vegetativo motil:

La forma de las <células biflageladas métiles
presentaron forma oval, piriforme, elongada (OM) hasta la
forma oval, esférica (5M) de color verde a rojo ladrillo.
El tamafioc de la células observadas varié de 12,5 - 34um
de largo por 5 - 17,5um de ancho. Los flagelos midieron

entre 5 - 30um.

-Reproduccidédn Asexual:

En éste proceso de reproduccién que sufre la célula
en condiciones normales y/o extremas se observaron
cambios en su estructura celular para dar lugar a nuevas
células hijas mediante el proceso de divisién celular

tipo gemacidén y fisién.

a) Gemacién lateral;

Se observd en cultivos de concentraciones IM, 2M y
4.5M de NaCl. La forma celular es tipicamente piriforme
elongada, el color celular varia de acuerdo a las
concentraciones de NaCl, las mds bajas verde amarillento
(1-2M) y las altas rojo ladrillo (4,5M).

El tamafio de las células fue de 10 a 15um de largo
por 5-7,5um de ancho, el flagelo presenté una longitud

entre 5 -~ 10um.
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El desarrollo de la gemacién lateral empieza con el
ensanchamiento de la c¢élula en el lade latero-posterior
proporciondndole inicialmente a la célula un aspecto de
bota. La elongacién lateral se va incrementando como
(yema) seguida de una constriccién con formacién de un
puente citoplasmdtico que gradualmente se adelgaza
reconociéndose por un cordén o hilo citoplasmdtico corto
y delgado que luego se rompe liberdndose la célula hija
seme jante a la parental aunque mds pequefla. Los flagelos
de la célula hija se evidenciaron cuando ésta adquiere su
forma definida, el proceso se observé en células jévenes
y pequefias por ello sus flagelos fueron pequefios, el
tiempo que dura el proceso en cultivos de concentraciones
bajas (1 y 2M) fue de 10° y de 30’ en las

concentraciones altas (4,5M) (Fig.%a).

b) Fisién transversal;

Los cultivos cuyas concentraciones de NaCl fue
frecuente observar éste tipo de fisidén son las correspon-
dientes a OM, IM y 4,5M; La forma celular que predomina
fue piriforme y elongada, el color celular varidé de
acuerdo a las concentraciones de sal las més bajas
verdes, aunque en muchas de éstas células, los glébulos
de B-caroteno se observaron acumulados hacia la parte

apical de la misma (Fig.11A-C), mientras que los cultivos
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de concentracicnes altas se mantuvieron con un color rojo
ladrillo.

El tamafio celular varié de 10 - 25.5um de largo por
5 - 12.5 de ancho, la longitud de los flagelos fue de 7,5
- 20um.

El desarrollo de la fisidén transversal empieza con
la elongacién apical de la célula formando una
constriccidén en la parte central o en el tercio superior
que originé un puente citoplasmdtico cada vez mas largo
y delgado. Durante el proceso la célula sufre
estiramientos que la hacen més larga con la formacién de
dos <células hijas unidas por wun cordén o hilo
citoplasmdtico que se adelgaza a medida que se separaron
las células y definieron su forma tipica. La separacién
ocurrié rédpidamente liberdndose ambas células una de las
cuales conserva los flagelos de la célula parental y la
otra c¢élula hija tarda unos minutos en evidenciar sus
flagelos mids pequefios. Las células hijas pueden ser del
mismo tamafio o diferentes, en éste caso la que conserva
los flagelos es casi siempre la mds grande (Figs. 9b;
11D-H), el proceso tuvo una duracién de 1 hora 30’ a
bajas concentraciones y de 3 - 6 horas y aun un poco mas

en la concentracidén alta.

c) Fisién longitudinal con incisién posterior;
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Este tipo de fisién se observé en la mayoria de los
cultivos de concentraciones tratadas mds frecuentemente
en las concentraciones 1, 1,5 v 4,5M. La forma celular
puede ser redonda u wovalada, en general grandes o
pequeifias, el color celular varié desde el verde, verde
amarillento (Fig.11 1), anaranjado pardusco (Fig.12A-B),
hasta el cléasico rojo ladrillo en las concentraciones
altas.

El tamafio celular fue de 7,5 - 27,5um de largo por
5 - 17,5um de ancho; El didmetro de las células
redondeadas fue de 7 - 17,5um, el flagelo varidé en
longitud siendo mayormente méds largo que la célula,
(17.5-30um).

E! desarrollo de la fisién longitudinal con incisidn
posterior, empezé con un ensanchamiento latero-posterior
de la célula seguida de una incisién por la parte
posterior, ésta se hace evidente en direccidén hacia la
parte anterior. Las células hijas en formacién van
adquiriendo la forma aovada con un flagelo parental cada
una. Las células definen su forma a medida que se separan
permaneciendo unidas entre si, por un hilo
citoplasmatico, en ésta parte del proceso se evidencian
los otros flagelos mas pequefios unc de cada célula hija
reconociéndose un flagelo grande y otro pequefo,

finalmente el hilo citoplasmdtico se rompe quedando las
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células libres. El proceso tiene una duracioén de 2 horas
en las concentraciones bajas (0~-2,5M) v 5 horas para la

concentracidén alta (3-5M), (Fig.9c).

d) Fisidén longitudinal con incisién anterior;

Se observd en la mayoria de cultivos de
concentraciones 3 - 5M de NaCl (Fig.12C-F), la forma
celular fue tipicamente aovada u oval, el color fue de
anaranjado pardusco hasta el rojo ladrillo, el tamafo
celular durante el proceso varié de 15 - 34um de largo
por 8 - 17.5um de ancho. Durante el inicio de ésta fase
se evidencidé una incisién inicial en la parte anterior
que en forma gradual se acentia presentando 4 variaciones
(Fig: 94’-94""):

d’)Cuando la célula madre adopté la forma cordiforme
con cada flagelo en la parte anterior lobulada, la
incisidén anterior se hace cada vez mAs notoria con la
apariencia de 2 células hijas pegadas una a la otra por
la constriccién celular y con un flagelo parental grande
y el otro en formacién. Paralelo a ello se observaron el
puente citoplasmatico que se hace mads largo y delgado
para luego romperse y dar lugar a 2 nuevas células hijas.
El tamarfio de las células fue de 9,5 - 17.5um de largo por

10-15um de ancho. Las células hijas tuvieron un promedio
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de 17.5um de largo por 10um de ancho. Esta fase durd 2
horas en cultivos de concentraciones bajas y 20 horas en
cultivos de concentraciones altas (Fig.9d’).

d")Cuando las células vegetativas adquieren forma
cordiforme por la incisién seguida por la separacidn de
la parte anterior adquiriendo una apariencia en forma de
"V", seguida de la forma fusiforme con células hijas en
formacidén y los flagelos se reconociercon en los polos
observdndose una tenue divisién interna de separacién del
contenido citoplasmédtico, posteriormente ésta fase en
divisién incrementd sus dimensiones y luego adopta la
forma de "8", separédndose luego por completo con una
constriccién originando generalmente células hijas de
diferentes dimensiones. El tamafo de las células durante
el proceso fue de 22-27.5um de largo por 10-20um de
ancho, las células hijas tuvieron un didmetro de 10-
17,5um, (Fig:9d4’’).

d’’'’)Las células en divisién siguieron el mismo
patrén que en €l caso anterior aunque se volvieron cada
vez mds elongadas fusiformes (20-62.5 por 10-20um)}. En
uno de los extremos la célula parental se proyecta en
forma notoria desarrcllando en forma de una pequefia yema
que crece répidamente quedando unida por un hilo
citoplasmédtico que luego se acorta y se rompe dando lugar

a una nueva célula hija. Las células hijas tienen una
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dimensidén de Sum de largo por 3um de ancho. El proceso
tuvo una duracidén de 36 horas y se observd en cultivos de
concentracién 4,5M de NaCl (Fig.9dn).

d"")El proceso se 1nicié como en el caso d" aunqgue
la separacidén inicial anterior formé un dngulo de 90°. En
la parte lateral interna de la separacidén interior de la
célula parental se formé una elongacién semejante a una
vema que incrementa en tamafio en forma gradual y definir
su forma ovalada como célula hija de 6um. La célula
parental inicial luego de la escisién de la yema
permanecié hasta después de un tiempo prolongado en que
sucedié la ultima gemacién. Las dimensiones de las
células parentales durante ésta fase fue de 20-30um de
largo por 10-15um de ancho. La fase duré de 20 - 30 horas
y sclo se observé en cultivos de 4,5M de NaCl,

(fig:9d4"").

e) Gemacién en células con mucilago;

Se observé en cultivos viejos {3 meses) de
concentracién 4,5M de NaCl. Las células tipicamente
ovales de color rojo ladrillo, sin flagelos, de 20 - 3Q0um
de largo por 10 - 12.5um de ancho. Cubiertas de mucilago
de un espesor de 3um. El didmetro de las células hijas
fuede 5 - 12,5um.

Esta fase se inicié cuando las células vegetativas
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pierden sus flagelos y liberan a su alrededor mucilago
originando células latentes. Estas células empieza a
elongarse por uno de sus extremos (el mas delgado)
tomando apariencia piriforme que luego desarroclla una
constriccidén profunda delgada formando un puente
citoplasmdtico que adelgaza hasta originar una yema que
constituye la célula pequefia, redondeada sin mucilago. El
tiempo en que sucedidé esta fase fue de aproximadamente

30°(Fig.9%e).

-Fase Sexual:

Proceso por el cual 2 células adultas que,
generalmente estdn sometidas a condiciones extremas, se
unen formando una unidad, sufriendo una serie de cambios
que darédn lugar a varias células hijas semejantes a la

parental.

a) Formacidén de gTrupos de apareamientos y

zZigosporas;

Se observd en cultivos de concentraciones extremas
siendo mé&s frecuente en 4,5M de NaCl. Las célulias
observadas fueron de forma ovoide, grandes, de color
tipico rojo ladrillo.

La formacién de grupos de células que se fueron

uniendo cada vez mads no les impidié su desplazamiento en
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el medio liquido. La unidén de 2 células sucedi6 desde
que éstas se unen por los polos donde se hallan los
flagelos, continuando el proceso hasta que se fusionan
como en una sola. El tiempo de desarrollo fue de 30’ a 1
hora.

La reproduccién sexual se inicidé con la unién por la
parte latero anterior de las células hacia la parte
posterior fusionédndose en una sola unidad, redondeada
constituyendo el zigoto cuadriflagelar métil. E1 tiempo
que demoré la fusi6én de las 2 células para formar el
zigoto fue de 30’ a 1 hora. Posteriormente al perder los
flagelos se forma la zigospora esta desarrolla y alcanza

de 20-21um de didmetro (Fig.9).

4.4.2 Cepa de Dunzliella salina, de las Salinas de
Chilca.
-Estadico Vegetativo:

Las células biflageladas métiles se presentaron
semejante a las de Chimus, los <colores también se
apreciaron desde el verde hasta el rojo ladrillo; EI
tamafo de las células observadas varié de 12,5 a 27,5um
de largo por 7,5 a 17,5um de ancho, siendo pequefias en
cultivo de concentraciones bajas y grandes en cultivos

con altas concentraciones de NaCl.
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-Reproduccidn Asexual:

a) Gemacidén lateral;

Se observé en concentraciones extremas de 1M, 2M ¥y
SM de NaCl, la forma celular se mantiene igual que para
la observada en Chimus, de <color verde a verde
amarillento en las concentraciones bajas (1-2M) a un rojo
ladrillo en las concentraciones mas alta (5M).

El tamafio de las células varié de 10 a 18,2um de
largo por 7,5 a 9,5um de ancho, el flagelo mide entre 5
v 10 um. Las células aumentan de tamafio con el incremento
de las concentraciones de NacCl.

El desarrollo de la gemacidén fue similar a la
observada en Chimus. El proceso tuvo un tiempo de
duracién de aproximadamente 15°'en las concentraciones

bajas y de 40' en las concentraciones altas (Fig.10a).

b) Fisidn transversal;

Al igual que para Chimus, se observd en cultivos de
concentraciones extremas como OM, 1M, 1,5M y 4.5M de
NaCl, la forma celular se mantiene igual, la células de
color intensamente verde en las concentraciones bajas
{OM-1,5M), (Fig.13E-F) y rojas en las concentraciones
altas (4,5M), (Fig. 14D-G). En la mayoria de las células
verdes, los glébulos de B-caroteno se observaron

acumulados en la parte apical de la misma.
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El tamafio celular observado fue de 12,5 - 25um de
largo por 7,5 - 17,5um de ancho. El flagelo tiene una
longitud de 12,5 ~ 30um.
El desarrollo de la fisién transversal fue la misma
descrita para Chimus. El didmetro para la mds grande fue
de 10 a 12,5um y de 7,5 a 10um la otra célula. El proceso
tuvo una duracidén aproximada de 1 hora con 30’ en las
concentraciones bajas y de 2 a 5 horas en las

concentraciones altas, (Fig.10b).

c)Fisién longitudinal con incisidén posterior;

La presencia de éste tipo de fisidén se observé en
casi todos los cultivos y en forma frecuente los de
concentraciones extremas como IM y 4,5M de NaCl. La forma
celular es la misma descrita para Chimus (Fig. 13G-1) ¥y
el color va desde el verde, amarillo verdoso, anaranjado
pardusco hasta el rojo ladrillo.

El tamafio celular fue de 12,5 - 27,5um de largo por
7,5 - 17,5um de ancho. El diametro de las <células
redondeadas fue de 10 - 17,5um los flagelos tuvieron una
longitud de 12,5 - 25um.

El desarrollo de la fisién longitudinal con incisi6n
posterior sucede tan igual como la observada en Chimus.
El tiempo del proceso también varié de acuerdo a las

observadas en Chimus, (Fig.10c).
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d) Fisidn longitudinal con incisién anterior;

Este tipo de fisién se observd en los cultivos con
casi todas las concentraciones, mayormente en las de 3 a
S5M de NaCl, la forma ceiular fue la misma descrita para
la cepa de Chimus, variando el color de las células desde
el tono anaranjado pardusco hasta el rojo ladrillo.

El tamafio celular durante el proceso varié desde 10-
20um de largo por 10-25um de ancho. El proceso se inicia
con una incisidén anterior evidencidndose la célula en
forma cordiforme c¢on los flagelos en la hendidura
central, gque van alejdndose hacia los lados lobulados.
Los glébulos de B-caroteno concentrados en el tercio
superior de la célula parental gradualmente desaparecen.
La incisién se hace cada vez mas profunda al plano
longitudinal hasta alcanzar la parte posterior. Los
nuevos flagelos pequefios se reconocen uno a cada lado del
flagelo grande. Simultdneamente se hizo evidente una
constriccién en la parte posterior de la célula que le
proporcioné a la célula en divisién forma de "8". Estas
células se definen a medida que se alejan una de otra
manteniéndose siempre unidas por un puente
citoplasmdtico, a partir del <cual se observd 2
variaciones:

d’) Observado en cultivos de concentracién 4,5M

NaCl, la forma de las células es casi siempre aovada, el
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color celular en todos los casos es rojo ladrillo. EI
tamafio de las células varié de 12,5 - 20um de largo por
7 - 15um de ancho. El desarrollo de éste proceso se
evidencié cuando las células hijas quedan unidas por el
puente citoplasmiatico en el cual se observé una
elongacidén central, que crecié lentamente formé una nueva
célula hija pequefia. Esta a su vez estuvo unida a las
otras 2 por un hilo citoplasmatico llegando a medir 5-7um
de largo en el momento de su lenta separacién. El proceso
tiene una duracién de 25 a 28 horas aproximadamente,
posteriormente las 2 células hijas se aislaron hacia la
vida independiente (Fig.10d’ y 14A-C)

d") Cuando las células quedan unidas por el puente
citoplasmatico, éste se adelgaza originando el hilo
citoplasmdtico que luego se rompe y libera por complet:
cada célula hija. El didmetro de las células hijas fue de
12,5-15um. A bajas concentraciones de sal el proceso
tiene una duracién aproximadamente de 2 horas 30°,
mientras que en concentraciones elevadas el tiempo de
duracidén es mucho mds largo aproximadamente de 24 horas,

(Fig.10d").

- Estado palmeloide:
sélo fue observado en poblaciones naturales, con

formacidén de natas mucilaginosas de color rojo oscuro 6
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anaranjado con células sin flagelos, rojizas vy
redondeadas u ovoides rodeada por mucilago colonial en
capas densas algunas uniformes o de bordes irregulares

(Fig.10).

- Formacién de Aplanosporas:

Este proceso se observé en concentraciones saturadas
de sal, 4,5 y SM. La forma celular es tipicamente
redondeada y pequefia, de un color rojo ladrillo. EIl
tamafio de la aplanospora varié de 7 a 1llum de didmetro.
En cultivos viejos (6 meses) se observaron rodeadas por
una pared celular y musilago como una capa envolvente en
toda la célula alcanzando un didmetro de 12,5 - 20um.

El desarrollo del proceso se observé en cultivos
cuyas muestras se sacaron de las partes en forma de natas
acumuladas en el fondo del tubo, la mayoria de las
células estaban rodeadas por una definida pared ¥y
musilago. Al remover las aplanosporas en medio liquido
fresco, quedaron libres pequefias células redonditas con
flagelo y casi verdosas, se movian muy de prisa hacia los
lados y alrededor de su propio eje. En cultivos méas
antiguos (hasta 1 afio) se observaron bordes indefinidos
con mucilago vy la pared definida 6 lisa da la apariencia
de una célula redonda y grande, que se dividen en forma

sucesiva liberdndo varias células hijas cuando se les



53
trata en medio fresco.

Fstos cultivos provienen de cultivos madres que sélo
fueron replicados mds no clonados y adecuados a las
condiciones de laboratorio, el tiempo para la formacidn
de aplanosporas demoré alrededor de 6 meses a 1 afio
aproximadamente, perao cuando a éstas se les traslada a
medio nuevo, la liberacién de las nuevas células es
rapido aproximadamente dentro de las primeras 48 horas

después de ponerlas en medio fresco, (fig:10).

-Reproduccidén Sexual:

a) Formacién de grupos de apareamientos v

Zigosporas;

Se observé en cultivos de concentraciones bajas de
NaCl; 0, 2 v 2,5M la forma celular fue ovoide, color
verde en la concentracién OM y verde amarillento en las
otras (Figs. 131; 15A-E).

La formacidén de grupos de apareamientos sucedi6 tal
como se describié para Chimus, (Fig.15A-C).

Los zigotes, de forma esférica u ovoide, presentaron
4 flagelos isocontos y apicales (Fig.14E), los pirenoides
se observaron bien definidos y en numero de dos, el
tiempo en que demora la fusidén de las 2 células para
formar el zigote fue de 1 - 10’', sin embargo en esa

posicidn permanece por varias horas hasta que pierde los
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flagelos y forma la zigospora, el didmetro de esta fue de

22um, (fig.10}.

4.5 MANTENIMIENTO DE LA CEPA

Una vez logrado cultivos unialgales axénicos de D.
salina, la cepa se replicé varias veces en medio J/1
liguido y semisélido, las concentraciones a las que se
mantiene los cultivos algales son 1,5, 3,5 y 4,5M de
NaCl. El esquema del diagrama de flujo desde la

adaptacién de la microalga en el laboratorio hasta su

2

mantenimiento en tubos y placas se muestra en la Fig.



DISCUSION

La microalga Dunaliella salina, tipica de ambientes
hipersalinos, ha demostrado una gran capacidad de
adaptacién para desarrollar en cuerpos de agua cuyos
rangos de concentracién de cloruro de sodio van desde las
concentraciones minimas hasta las extremas obligando a
desarrollar mecanismos para la supervivencia.

La dindmica de distribucién entre el agua de mar y
el agua dulce, permite al agua de mar la intromicidén de
partes usables a un acuifero; éste fendmeno a sido
reportado en varias partes del mundo incluyendo Holanda,
Israel y E.U.A, (DOMENICO, et al. 1990), donde al
evaporarse dejan ciertas sales entre las que se
encuentran altas concentraciones de cloruro de sodio.

Las cepas de D. salina aisladas, provienen de dos

salinas cercanas al mar, las SALINAS DE LOS CHIMUS y las
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SALINAS DE CHILCA con caracteristicas propias que permite
su desarrollo en competencia minima. Por consiguiente.
con el presente trabajo de investigaciédn se ha ampliado
la distribucidén de D. sal/ina para ambientes extremos como
los 4ridos costeros.

BEN-AMOTZ (198!),menciona que Dunaliella puede
desarrollar en medio conteniendo entre 0.1 M de NaCl a
soluciones saturadas de sal (>5 M de NaCl), debido a su
habilidad para la osmoregulacién con la produccién vy
acumulaciédn de glicerol intracelular. Por la distribucidn
geogrdfica las zonas de estudio estédn sujetas a elevadas
intensidades de luz que conduce al alga a producir
grandes cantidades de B-caroteno como reaccidédn o
mecanismo de defensa ante la iluminacién. La funcidn
fotoprotectora de los carotenoides es frecuente hallarlo
en los ambientes naturales donde habita el alga debido a
que los carotenoides acumulados por D. salina, se
localizan en la periferie de los cloroplastos,
especificamente los glébulos que contienen el B-caroteno
se localizan en los espacios intertilacoidales del
cloroplasto, a diferencia de las plantas donde dichos
glébulos se hallan en la membrana tilacoidal, actuando
como una capa protectora de radiacién. (BOROWITZKA et
al., 1981 y 1984).

Las condiciones fisico-quimicas apropiadas para el
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desarrollo de D. salina, incluye principalmente altas
intensidades de luz, elevadas concentraciones de NaCl, y
temperaturas extremas, (BEN-AMOTZ, 1982). En condiciones
6ptimas, Dunaliella cirece en un tiempo récord de
aproximadamente 5 horas. y si la concentracidn de NaCl es
aumentada hasta la saturacién el tiempo de generacidn se
duplica siendo limitado por la salinidad a
aproximadamente 3 dias (BEN-AMOTZ, 1981). Durante el
crecimiento de las cepas aisladas se evidencid que a

bajas concentraciones de NaCl, el tiempo de generacidn

fue de 135 horas.div*. (0,6 dias), mientras que a
concentraciones altas fue de casi 83 horas.div4. {3,5
dias).

Segin POST et al. (1983), en salinidades mayores de
25% (> 4.5M), el unico predator de D. salina es el
protozoo Bodo sp., a salinidades entre 20 y 25 % (3-4M),
el flagelado Heteroamoeba sp. y el ciliado Cladotrichia
sigmoidea, a salinidades inferiores pueden desarrollar
ciliados como la Fabrea salina y el camarén de salmuera
Artemia sp, éstas pueden limitar severamente a las
poblaciones de D. salina, (MASSYUK, et al. 1970;
BOROWITZKA et al. 1984). A bajas salinidades, la
predacién es un factor limitante, segin estudios
realizados por STEPHENS & GILLESPIE, (1976); POST, (1977)

y BOROWITZKA et al. (1984)., El dominio de Dunaliella, en
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cuerpos de agua hipersalinos es en parte por la reduccion
de predatores, (BROCK, 1975). Durante el desarrocllo
inicial del trabajo de investigacidn, sSe presentaron
algunos predatores amoeboides en los cultivos de
Dunaliella, sobre todo en los de 4M y 4,5M de NaCl, con
aproximadamente 3 a 4 meses de antigliedad.

Las especies de Dunaliella no estan distribuidas en
toda la columna de agua. D. salina y D. parva, tienden a
permanecer en la parte superior de la columna de agua
formando distintas capas en la superficie {MASSYUK,
1961; OREN & SHILO, 1982 y BOROWITZKA et al., 19853).
Dunaliella viridis, coloniza las capas profundas de la
columna de agua y la superficie del sedimento.
Observaciones en charcas v posas pocao profundas
demuestran que D. viridis vy D, parva, migran
verticalmente en la columna de agua. A 25 % de salinidad
y elevadas intensidades de luz, D. parva tiende a migrar
al fondo, mientras que D. salina permanece suspendida. En
charcas salinas {aprox. 32 % de salinidad), D. salina,
puede también migrar al fondo (BOROWITZKA, 1985). Las
cepas estudiadas de D. salina, se presentaron en forma de
natas, en el fondo como en toda la columna de agua en
mayor porcentaje que otros organismos. Este patrén de
migracién relaciona las intensidades de 1luz para la

fotosintesis algal (LOEBLICH, 1982; BOROWITZKA et al.,
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1984).

Estudios sobre competencia entre especies de
Dunaliella, del lago HUTT {(Australia). demostraron que D.
salina, desarrolla a satinidades elevadas mejor que D.
viridis, diferencidndose ambas especies por su conducta
como respuesta a altas salinidades. D. viridis, tiende a
permanecer en el fondo de la laguna de 250 grs.l*. de
salinidad, mientras que D. salina, permanece activa en la
columna de agua y en salinidades por encima de los 310
grs.l4. de saturacidén que presenta el lago HUTT, (MOULTON
et al, 1987).

La salinidad dptima bajo condiciones de
laboratorio, para el desarrollo de D. salina resultd ser
del 12% (t,5-2M de NaCl), (LOEBLICH, 1972). En el
presente trabajo de investigacién y bajo condiciones del
laboratorio, no obstante la salinidad &éptima varié de
3,7-12,5% (0- 2M de NaCl), las células rojo ladrillo
alcanzaron su maximo crecimiento a 3,5M (25%).

Existe confusién acerca de que si las tipicas
células rojas de Dunaliella, son capaces de tornarse
verde bajo condiciones especificas (bajas intensidades de
iuz), corresponden a D. salina o D. bardawil. De acuerdo
con BOROWITZKA et al., (1984), la D. salina, de Australia
es idéntica a D. bardawil por lo que posteriormente a

¢sta especie se le considero "nombre nulo" (BOROWITZKA &
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BOROWITZKA, 1988 y MONTOYA et al., 1993).

ROUBICEK et. al.,(1986), realizdé estudios sobre las
caracteristicas de desarrollo de varias cepas de D.
salina, y observd que, bajo las condiciones de
fotoperiodo de luz y luz continua, la 6ptima
concentracién de NaCl estd de 1,5M a 2M, con algunas
pequefias variaciones en los rangos. Sin embargo D.
salina, expuesta a luz continua exhibe un desarrollo
elevado. En el presente trabajo de investigacidén la
6ptima concentracién de NaCl se encuentra dentro de ese
rango, aunque la concentracién de NaCl de 3,5M es
adecuada. Ademds, ROUBICEK et al, (1986), observaron que,
D. salina var. Laskar (Scripp Institution, University of
San Diego), mostré el mejor desarrollo, siendo la dnica
cepa que crecié en tubos con agar en plano inclinado. En
el presente trabajo de investigacién, el crecimiento en
agar se realizé en placas y se observd que, el desarrollo
mis rapido fue a bajas salinidades.

Los estudios de caracterizacién bioldégica para D.
salina, de la zona norte de Chile, realizados por PARRA
et al., (1990), describen células de D. salina con su
tamafio celular variable entre 10-2%um de longitud y de 8-
21um de ancho, con variaciones en su color desde el
amarillo-verdoso al rojo intenso, tanto en el laboratorio

como en ambiente natural. La cepa chilena obtiene mayor
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similitud en sus caracteristicas morfoldgicas con la cepa
de Chilca (12,5-27,5um long.x 7,5-17,5um de ancho),
mientras que la diferencia con la cepa de Chimus fueron
mavores (12,5-34um long. x 7,5-17,5um de ancho).

Variaciones marcadas de acuerdo a las
concentraciones de sal a las que fue sometida el alga, se
evidenci6 con la gradiente de pigmentacién que van desde
el verde claro, verde amarillento, anaranjado parduzco y
el rojo ladrillo en las concentraciones mds elevadas.

Sobre D. salina, de ambientes salinos de la costa
central del Perdu, se describe a la especie, para la
salinas de Huacho, como organismos unicelulares
biflagelados de forma variable: elipsoidal, elongada,
ovoide o piriforme. El final de la parte anterior fue
agudamente redondeada o ampliamente recdonda, la parte
posterior fue redondeada. El didmetro de la célula fue de
5,5 a 12,5 um, y el largo estuvo entre 11,3 a 20 um, el
largo del flagelo abarc6 entre 12 a 20um, la especie con
un prominente pirenoide y un periplasto delgado ¥y
flexible; la reproduccidén vegetativa por fisién binaria;
se observa la formacién de aplanospora (cisto), dias
después que fueron colocadas en el laboratorio en su
medio natural. Las células esféricas de color rojo
intenso, rodeadas por una densa capa estratificada de

mucilago (6,3 - 17,5um de didmetro), pueden encontrarse
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individuales o en grupo y cambian de color del rojo al
naranja y luego al verde en el laboratorio, ellas pueden
liberar su contenido como células libres o dividirse en
4 & 5 células., Tambieén observé estados palmeloides
benténicos sobre sustratos minerales (cloruro de sodio,
cloruro de magnesio, calcio, sulfato), en profundidades
de hasta Im y principalmente en 1invierno (Agosto ¥y
principios de Setiembre),llegando a medir hasta 0,3 cm de
didmetro y originalmente en la confluencia de
agregaciones celulares embebida en un denso mucilago. Las
formas vegetativas y reproductivas, est 4n
morfolégicamente adaptadas a condiciones extremas, a
bajas salinidades (165 %o) estédn rojas ¥y libres mientras
que, a elevadas salinidades (punto de saturacién), siguen
siendo rojas pero forman el estado palmeloide adherido al
substrato, (MONTOYA Y OLIVERA, 1993). Las caracteristicas
morfolégicas de las cepas estudiadas en el presente
trabajo de investigacién coinciden con las descripciones
anteriores para las cepas de Huacho.

La formacién de cistos resistentes, la reproduccidn
sexual y de estados palmeloides en D, salina que, reducen
en su conjunto la produccién de biomasa algal fue
observada en invierno durante periodos de bajas
temperaturas, dias cortos y pericdos de dilucién por

precipitaciones (BOROWITZKA et al., 1984).
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MOULTON et al. (1987), consideran a todas las formas
que contengan relativamente altas ~antidades de B-
caroteno como D. salina Teodoresco. Sin embargo las
formas celulares oval a casi rectangular (22 x 18um), las
formas piriformes (12 x 8um)., y otras formas con
elongacidén final anterior y protuberancias pueden
resultar formas diferentes por las condiciones de
cultivo. Algunas de estas formas (oval, piriformes, con
elongacién), en determinado momento de la fase vegetativa
se observaron durante el presente trabajo de
investigacién.

Las formas celulares para D. salina, varian desde la
esférica (a 42 g/1 de NaCl), la ovoide (> 50 g/l de NaCl)
a la irregular (< 25 g/l de NaCl) en esta dltima
situacién las células presentan proyecciones a modo de
apéndices. Las dimensiones fueron variadas (11,5 - 23,8um
long. x 5,9 - 13,9um ancho). EI estado de cistoc cuya
formacidén es como lo describen los anteriores autores
alcanza un didmetro de 10,9 - 13,9um, el protoplasma
cambia de verde a rojo-naranja y aparece granulaciones de
color café homogeneamente dispersos, normalmente los
cistos se encuentran adheridos entre ellos y a las
paredes del tubo mediante mucilago. En la fase sexual la
formacién de cigotos tienen forma ovoide o casi esférica

(con 4 flagelos isocontos aunque observaron con 6 y 8
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flagelos)., la insercién de los flagelos puede ser apical
o en grupos de a 2 en extremos opuestos. La formacién de
cigosporas (13,9 - 15,8um didmetro) las observaron casi
esféricas y todavia conservan los flagelos, son verdes
oscuros impidiendo distinguir organelos {CARVAJAL,
1991). En el presente trabajo de investigacidn se observo
4 flagelos isocontos en la parte apical de la célula,
durante la formacidén de las cigosporas las que midieron
entre 20 y 22um de didmetro, pudiendo ser verde o roja
dependiendo de la concentracién de NaCl.

Estudiando los requerimientos de cultivo y la
utilizacién eficiente de luz de algunas microalgas de
desiertos salinos del oeste de California y Nevada
(U.S.A), se observd que la utilizacién eficiente de luz
estd generalmente reportada como el porcentaje (%) de la
radiacidén fotosintéticamente actividad (luz en la regidn
del espectro 400-700 nm (PAR)) que es fijada como energia
celular (calorias) (THOMAS et al., 1986).

WAYNE et al., (1991), Determinaron gque las
respuestas fotométiles de las células flageladas incluye
1)Respuesta fototdctica, en la cual la célula nada
siguiendo el sentido de la direccidén de la luz;
2)Respuesta fotofdébica, en la que la célula cambia de
sentido en el nivel de irradiacién con respecto al

tiempo, por cualquier causa en aparente parada 6 giro de
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90°, dependiendo si hay un incremento 6 un decrecimiento
en la influencia de la luz; 3)Respuesta fotocinética, en
la cual la velocidad de natacién esta influenciada por la
luz. Determina también 4que la accién del espectro para
todas las respuestas mostraron un pico a 490 nm. En el
presente trabajo de investigacidn, se usd la longitud de
onda de 490 nm. como range medio para expresar el
porcentaje de desarrollo celular en virtud a que el alga
se mantuvo a condiciones de influencia de luz y por lo
tanto de las respuestas fotométiles durante el desarrollo
de toda la investigacidn.

En la regién azul de la accién del espectro para
ambas células (verdes 6 rojas), se sugirid un pico activo
comiin, a saber entre 375, 440 y 480 nm. Los pico entre
375 y 380 nm. fueron reportados por HALLDAL (1964). Los
picos entre 440, 480 y 490 nm. estdn dentro de los
limites razonables con picos en la absorcién del espectro
para los carotencides. Casi siempre la significancia de
éstos picos permanecen constantes (LOEBLICH, 1982). Esto
también se pudo observar en el presente trabajo de
investigacién, donde se trabajé dentro de la regidn

visible del espectro y a 490 nm.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante el presente trabajo
de investigacidén nos permitieron llegar a las siguientes

conclusicones:

-La cepa de Dunaliella salina de los Chimus alcanzd
mayores dimensiones celulares, comparadas con las

observadas para la cepa de Chilca.

-Las densidades algales optimas de D, salina, se
observaron en los cultivos de concentraciones 1M, 1,5M ¥y
3,5M de cloruro de sodic y el valor mas alto (4,6 x106

cels.ml4) se observé en la cepa de Chimus.

-El menor tiempo de generacién (1-60’) se observd en
concentraciones bajas de cloruro de sodio (1-2,5M), €sta
aumenta (2~-36 horas) cuando se incrementa la

concentracién de cloruro de sodio {3-5M).
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_1os diferentes estadios del ciclo de vida de las cepas
observadas, evidencian su variedad morfoldgica vy

demuestran la plasticidad fenotipica de la especie.

-La mayor variabilidad morfolégica se observé durante la
reproduccién asexual y con mayor frecuencia en cultivos

de concentraciones bajas de NaCl (OM-2,5M).

-La reproduccién sexual se presenté con frecuencia en
cultivos con concentraciones extremas de cloruro de sodio
(OM, 1M, 4,5M y 5M), por lo que se observaban verdes ¥y

rojas.

-Se comprobé que la especie Dunaliella salina tolerd
amplios rangos de concentracién de cloruro de sodio (33-

327,2 %), en condiciones de laboratorio.



RECOMENDACIONES

—Continuar en nuestro pais con los estudios sobre
punaliella salina, con el fin de darle un uso adecuado,

orientado hacia la acuicultura y la industria gquimica.

- Experimentar con otros medios que permitan realizar

cultivo masivo de D. salina.

-Seguir estudiando los cuerpos hipersalinos extendidos a
lo large de nuestra costa, permitiendo reconocer los
recursos presentes en esos ambientes, que puedan servir
como materia prima en la industria quimica o como fuente

alimenticia en el campo de la acuicultura.
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FIGURAS Y TABLAS



las Salinas de los Chimus

FIGURA la: Localizacidén de
(78°27°59" LO vy 09°19’°20" LS), en el
departamento de Ancash y de las Salinas de
Chilca (76°42'38" LO y 12°32’45" LS}, en el
departamento de Lima.
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FIGURAS 1b: Laguna de las Salina de los Chimus.

1c: Laguna de las Salinas de Chilca.






FIGURA 2: DIAGRAMA DE FUULO PARA EL MANTENIMIENTO
DE LAS CEPAS DE Dunabelia Saina (CHIMUS, CHILCA)
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Figura 3:

Crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de los Chimus, en me-
dio Johnson modificado, a diferentes concentraciones de NaCl;0(-);
1(4),1,5(*"), 2(=), 25(=), 3¢-+), 3,5(m), 4(+ ), 4,5(% ), 5(x ).

en camara de Newbahuer.
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FIGURA 4: Crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de los Chimus, en me-
dio Johnson modificado, a diferentes concentraciones de NaCl; 0(—-),

1(a), 1,5(»), 2(a), 2,5(~-), 3(-+), 3,5(m), 4(+ ), 4,5(%), 5(x ),
en espectrofotdmetro.
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FIGURA 5: Crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de Chilca, en medio

Densidad celular (cels/ml).

Densidad celular (cels/ml).

Johnson modificado, a diferentes concentraciones de NaCl; 0(), 1
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FIGURA 6: Crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de Chilca, en medio

Johnson modificado, a diferentes concentraciones de NaCl; o(—),

1(‘ )- 1!5(*)i 2(D). 215(""')' 3('): 355(-)v 4(+ )I 4-5(3 )- 5()( )u
en espectrofotémetro.
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FIGURA 7: Curva del analisis de regresion potencial, comparando los valores obte-
nidos por los conteos en camara de Newbahuer y en espectrofotémetro
simultineamente, para las curvas de crecimiento de Dunaliella sanina,
de las Salina de los Chimus.

(w)=valores de densidad celular y absorvancia, ( * )=valor teérico.
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FIGURA 8: Curva del andlisis de regresién potencial, comparando los valores obte-

DENSIDAD CELULAR (cels/ml)

nidos por los conteos en caémara de Newbahuer y en espectrofotémetro
simultaneamente, para las curvas de crecimiento de Dunalielia salina
de las Salinas de Chilca.
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FIGURA 9:

CICLO DE VIDA de Dunaliella salina, de las
SALINAS DE LOS CHIMUS, diferenciaciodn
morfoldgica y reproductiva.

FASE ASEXUAL:

a) Gemacidén lateral

b) Fisién transversal; con formacién de
largos hilos citoplasmidticos, citocinesis
con igual o desigual proporcidén de
citoplasma.

¢} Fisién longitudinal con insicién
posterior.

d) Fisién longitudinal con insicién anterior

v presenta 4 variaciones que siguiendo el
orden ascendente son:-Con formacién de un
puente citoplasmdtico central.
-Con simple constriccidén hasta la
formacidén de células hijas.
-Adquiriendo la forma fusiforme con
formacién posterior de hilocitoplasmatico
en cuyo extremo se libera una célula hija
pequefia quedando una célula latente.
-Con insicién anterior incipiente y
formacién de yvema lateral.

e) Gemacidén transversal con musilago; Células
latentes rodeada de capa musilaginosa con
formacién de yema.

FASE SEXUAL:

Con formacién de zigosporas.






FIGURA

10:

CICLO DE VIDA de Dunaliella salina, de las
SALINAS DE CHILCA, diferenciacién merfolégica
y reproductiva.

FASE ASEXUAL:

a) Gemacién lateral

b) Fisién transversal; con formacidn de largos
hilos citoplasmédticos, citocinesis con igual
o desigual proporcién de citoplasma.

c) Fisién longitudinal con insicién posterior.

d) Fisién longitudinal con insicidn anterior ¥y
2 variantes que en orden ascendente son:-Ccon
formacién de hilo citoplasmatico central
sobre el cual se desarrolla un segundo cordé
pequefio dando origen a una célula hija
pequefia en relacién a las células en
formacidn.
—-Con formacién de puente
citoplasmatico central.

FORMACION DE APLANOSPORAS:

Oobservado en la etapa de adaptacién del
ambiente natural a condiciones de laboratorio.

ESTADIO PALMELQIDE; observado sélo en ambiente

natural en forma de natas.

FASE SEXUAL:
Con formacién de zigosporas.
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FIGURA 11. Dunaliella salina, Salina de los Chimus.

Fig.l11A-C.Formas celulares, piriforme y oval
en cultivos sin adicién de NacCl.

Fig.11D-H.Reproducciodn asexual, fisién
transversal en cultivos con adicidn
de 1M de NaCl. hc hilo
citoplasmdtico.

Fig.l11I-K.Formas celulares, piriforme N
redondeada en cultivos conadicién de
1,5M de NaCl.

Fig.l11J-K.Reproduccion asexual, fisidén
longitudinal. hc hilo citoplasmético.

La escala de 20um es valida para todas las
fotos.






FIGURA 12.

punaliella salina, Salina de los Chimus.

Fig.l2A-B.Formas <celulares redondeadas en
cultivos con adicién de 2,5M de NaCl.

Fig.12B. Reproducciodn asexual, fisidén
longitudinal.
Fig.12C. Formas celulares redondeadas en

cultivos con adicién de 3M de NaCl.
Obsérvese viraje de color enel mismo
cultivo.

Fig.12D. Formas celulares ovales en cultivos
con adicién de 4M de NaCl.
Fig.l2E-F.Formas celulares oval y redondeadas
en cultivos con adicién de SM de

NacCl.

La escala de 20um es vélida para todas las
fotos.






FIGURA.13.

Dunaliella salina, Salinas de Chilca.

Fig.l3A-D.Reproduccién sexual, formacidén de
zigospora, en cultives sinadicidn de
NacCl.

Fig.13E-F.Formas celulares, oval y piriforme
en cultivos con adicién de 1,5M de
NacCl.

Fig.l13G-H.Formas celulares, oval y redondeadas
en cultivos con adicién de 3M de
NaCl. obsérvese el viraje de color en
el mismo cultivo.

Fig.131, Inicio de una reproduccidén sexual
con el grupo de apareamiento por la
unién de dos células.

La escala de 20um es vadlida para todas las
fotos.






FIGURA. 14.

Dunaliella salina, Salinas de Chilca.

Fig.14A-C.Reproduccién asexual por fisidn
longitudinal con variacién por la
elongacién central en el puente
citoplasmétice de las <células en
formacién para dar lugar a una nueva
célula hija. Este proceso fue
observado en cultivos con adicién de
4,5M de NaCl.

Fig.14D-G.Formas celulares oval y redondeadas
en cultivos con adicidén de 4,5M de
NaCl.

La escala de 20um es valida para todas las
fotos.






FIGURA.15.

punaliella salina, Salinas de Chilca.

Fig.15A-E.Reproduccidn sexual en cultivo con

adicién de 2,5M de NacCl.
Fig.lSA-C.Formacién de grupos de apareamiento.
Fig.15D. Formacidn de la zigospora.
Fig.15E. Zigospora tetraflagelar.

La escala de 20um es vAlida para todas las
fotos.






TABLA 1: Densidad algat de Dunaliella salina de las Salinas de los Chimus, evaluada por conteos en camara de Newbahuer (cels/ml) cultivada
en medio Johnson modificado con adicién de diferentes concentraciones de NaCl (1-5M), por un periodo de 21 dias. Los valores re-
presenta el promedio de 6 conteos (2 réplicas por concentracin y 3 conteos por réplica).

# de Dias - [NaCl] (en moles):

[0] x10° [1]1x10% [1.5] x10° [2] x10%| [2.5]x10 [3] x10%| [3.5] x10* 4] x10%[  [4.5) x10® [5] x10®
0 13,40 11,70 13,35 23,30 23,30 15,00 13,35 11,65 16,65 18,25
1 12,60 15,00 13,30 30,00 21,65 16,85 18,35 15,00 15,00 15,00
2 16,70 20,00 23,35 36,85 56,65 16,30 26,65 11,65 17,565 15,00
3 71,70 23,35 33,35 76,85 58,35 25,00 30,00 18,35 18,35 15,00
4 275,00 68,35 61,65 291,65 95,00 43,35 43,35 25,00 20,85 16,00
5 795,80 208,35 430,00 446,65 112,50 53,35 83,35 28,30 30,00 16,65
6 3145,00 438,36 976,70 601,65 133,35 61,65 71,30 28,35 33,35 17,55
7 6665,00 611,65 1100,00 853,15 262,60 78,30 80,85 33,35 40,00 18,30
8 8585,70 1406,65 1131,65 1008,30 280,00 95,00 96,65 42,50 45,00 18,35
9 9095,00 1633,30 1310,06 1128,30 438,35 144,20 233,35 44,65 51,85 20,00
10 9100,00 1993,35 1540,00 1198,00 486,65 193,35 226,65 48,35 60,00 20,00
11 8110,80 2676,65 2108,30 1231,85 545,00 230,00 271,65 51,65 71,66 23,35
12 4260,00 3130,00 2655,80 1398,80 566,70 261,65 416,70 55,00 80,85 24,20
13 2008,70 3414,15 3208,15 1448,65 628,35 395,00 572,50 54,20 105,00 26,65
14 2205,00 3698,30 4121,70 1564,15 680,00 233,35 763,30 58,35 113,35 35,00
15 1781,70 3503,35 4603,35 1665,00 838,35 231,685 1026,00 80,00 126,30 41,85
16 1506,65 3631,70 4583,30 1750,00 841,65 301,30 826,65 63,35 158,35 43,40
17 1186,85 3253,30 3875,00 1840,00 826,65 176,65 701,70 60,00 159,65 60,00
18 808,35 1980,00 2035,00 1876,65 689,30 73,35 486,65 58,30 159,55 61,55
19 541,65 1295,00 2248,35 1796,85 574,65 73,30 293,35 48,35 159,60 110,00
20 295,00 885,00 1016,65 1738,30 378,00 68,30 140,00 38,35 159,05 110,00




TABLA 2: Densidad algal de Dunaliella salina de las Salinas de los Chimus, evaluada por lecturas en espectrofotémetro (%), a una longitud de
onda de 490 nm, cultivada en medio Johnson modificado con adicién de diferentes concentraciones de NaCl (1-5M), por un periodo
de 21 dias. Los valores representan el promedio de 8 conteos (2 réplicas por concentracién y 3 conteos por réplica).

# de Dias [NaCl] (en moles)

[0] (%) [11CF) [1.5] (0) [2] (%) [2.5] &) [3] (o) [3.5] G} [4] (%) [4.5] (%) [5]1(%)
0 1,90 1,80 1,80 1,80 1,90 1,80 1,80 2,30 1,90 2,10
1 2,10 1,80 1,90 1,90 2,00 2,10 1,90 1,50 1,70 2,00
2 3,80 2,00 2,20 2,80 2,10 2,20 2,00 2,30 2,10 2,00
3 5,50 2,40 3,30 3,50 2,60 2,40 2,30 2,70 2,20 2,00
4 13,70 3,00 3,60 5,30 4,10 3,00 4,20 2,70 2,20 2,00
5 23,680 6,00 7,30 7,80 5,10 3,30 4,70 2,80 2,40 2,00
8 38,90 9,00 17,00 11,00 5,60 3,40 5,80 3,00 2,80 2,10
7 45,20 11,70 23,00 16,90 6,10 4,40 6,90 3,20 2,70 2,30
8 54,80 17,10 27,10 18,10 8,40 5,30 7,40 3,20 3,10 2,40
9 60,20 24,00 32,20 18,20 13,20 6,80 8,70 2,10 3,40 2,70
10 64,50 35,10 34,70 20,30 14,60 8,30 8,80 2,80 4,30 3,40
11 58,40 40,60 38,70 20,30 14,20 7,10 13,30 3,30 4,70 3,50
12 54,80 40,10 40,00 23,70 14,50 7,70 17,20 2,50 4,80 3,70
13 47,20 40,60 43,30 24,90 14,60 10,20 22,20 3,20 5,10 3,40
14 40,30 49,50 50,70 26,70 14,40 9,50 24,70 3,00 5,30 4,20
15 34,60 47,30 56,40 25,10 18,30 9,50 28,30 3,10 5,60 4,50
18 30,80 44,40 50,20 26,10 18,70 8,90 22,20 3,80 6,10 4,30
17 23,60 37,40 52,70 28,00 18,50 8,40 21,10 3,00 9,00 4,80
18 17,580 32,20 46,30 30,00 16,40 7,90 16,60 2,30 7,30 5,80
19 15,00 17,70 16,20 22,80 16,10 5,70 13,60 3,20 7,80 5,60
20 13,20 10,20 8,00 20,20 16,70 3,10 8,80 3,20 6,50 6,00




TABLA 3: Densidad algal de Dunalielia salina de las Salinas de Chilca, evaluada por conteos en camara de Newbahuer (cels/ml) cultivada en
medio Johnson modificado con adicién de diferentes concentraciones de NaCl (1-5M), por un periodo de 21 dias. Los valores repre-
sentan el promedio de 8 conteos (2 réplicas por concentracién y 3 conteos por réplica).

# de Dias [CINa] (en moles)

[0] x10° (1] x10°] [1.5] x10° [2] x10* [2.5] x10%  [3] x10°] [3.5] x10° [4] x10®|  [4.5] x10° (5] x10°®
0 15,00 16,00 13,35 15,00 11,685 13,35 15,00 18,40 18,40 10,85
1 27,55 20,00 23,30 13,30 20,00 35,00 29,40 16,65 18,50 16,65
2 33,35 46,70 28,35 41,65 30,00 36,65 35,00 20,00 18,40 16,70
3 85,00 281,65 161,65 71,70 36,70 56,07 41,00 21,65 20,00 20,00
4 308,35 661,65 316,70 130,00 155,00 80,00 48,35 36,65 26,55 21,70
5 775,00 901,70 372,50 355,00 233,35 167,55 63,70 39,30 30,85 26,65
6 1832,50 1330,85 866,70 372,50 350,85 260,00 70,00 39,20 47,20 29,15
7 3176,70 2148,36 1032,60 395,00 520,00 | 380,00 116,65 39,70 48,40 31,70
8 4106,65 3148,30 1506,65 523,35 768,35 440,00 325,00 51,65 71,00 36,70
9 4136,65 3341,65 1873,35 761,70 971,66 | 530,00 433,30 93,30 74,30 45,00
10 4238,35 |  3827,50 2110,00 1080,00 1040,00 601,70 646,00 135,00 115,00 33,36
11 4456,65 3276,65 2455,00 1181,70 1221,65 | 760,05 785,00 137,20 173,30 36,65
12 3078,35 | 3311,85 3011,70 1270,85 1494,20 | 940,00 931,70 139,00 175,00 37,50
13 1463,35 | 3283,35 | 348585 1345,00 1600,05 | 1090,00 | 1088,30 160,00 191,65 41,65
14 1098,35 2713,36 3666,65 1630,00 2091,70 | 1231,65| 136935 205,00 263,30 48,35
15 791,65| 254865 | 4003,35 2431,70 2291,70 | 1080,00 | 1053,35 372,50 295,00 56,70
16 736,70 |  2328,30 |  4025,00 2468,35 2313,30 923,30 981,70 519,20 348,30 70,00
17 708,35 1868,35 4021,70 2003,30 2493,35 910,00 767,30 553,30 355,00 68,35
18 663,30 1645,00 |  3483,30 2583,35 2648,30 | 801,70 748,30 473,30 384,20 88,35
19 591,70 1340,00 3003,30 2511,70 3095,00 [ 800,85 691,70 408,30 380,00 86,65
20 451,65 766,65 | 2508,35 2280,00 364835 | 750,67 | 653,65 326,70 380,00 123,35




TABLA 4: Densidad algal de Dunaliella salina de las Salinas de Chilca, evaluada por lecturas en espectrofotémetro (%), a una longitud de onda
de 490 nm, cultivada en medio Johnson modificado con adicién de diferentes concentraciones de NaCl (1-5M}), por un periodo de 21
dias. Los valores representan el promedio de 6 conteos (2 réplicas por concentracién y 3 conteos por réplica).

# de Dias [NaCl] (en moles)

[0] (%) [11 ) | [1.5] (%) [2) (%) | [2.5] (%) [3]1 (%) | [3.5] (%) [4] (%) | [4.5) (%) [5] Ce

0 1,90 1,90 1,90 1,90 2,10 2,00 2,00 2,00 2,60 2,50
1 2,00 2,00 2,10 1,90 2,20 1,60 1,90 1,60 1,50 1,30
2 3,10 2,30 2,80 2,30 2,20 1,80 3,90 2,00 1,40 1,30
3 5,10 4,50 4,50 4,50 2,70 2,00 5,60 2,10 1,20 1,50
4 12,00 9,60 8,80 5,80 3,90 2,20 7,00 2,60 1,70 1,60
5 20,10 16,30 11,30 5,90 6,30 2,90 9,90 2,60 1,90 2,00
6 31,90 23,50 18,70 8,70 11,30 3,70 12,80 3,00 2,30 2,10
7 45,50 31,00 26,50 11,50 15,80 5,00 14,90 3,50 2,70 2,50
8 48,90 38,60 31,20 15,70 16,80 6,40 17,20 4,40 2,90 2,60
g 52,60 40,80 39,20 17,20 20,50 8,60 25,00 5,00 3.40 2,70
10 55,70 48,80 43,20 19,40 24,80 10,40 29,10 5,80 4,50 3,30
11 52,00 43,70 48,40 26,30 29,40 14,30 34,30 11,00 6,50 3,40
12 48,50 43,10 49,00 28,30 30,10 21,50 37,60 11,90 7,00 4,00
13 45,40 41,00 49,00 29,20 32,70 22,40 37,80 13,40 7,80 4,10
14 31,40 40,30 49,70 31,20 37,80 32,70 38,00 14,10 8,50 5,20
15 28,30 37,10 49,50 32,40 38,10 30,60 37,90 15,70 10,30 5,00
16 23,00 36,10 53,10 36,10 41,00 30,20 37,90 18,60 11,60 4,80
17 18,10 32,60 50,80 368,29 43,00 29,20 35,00 21,60 13,10 5,10
18 13,10 32,00 51,00 32,20 40,00 24,10 22,70 20,90 15,70 5,80
19 11,10 24,10 45,80 24,00 34,80 23,00 20,00 20,40 15,20 5,80
20 8,40 17,90 38,80 23,80 35,60 22,60 18,80 19,40 15,20 6,40




TABLA5: Andlisis de la funcién logistica de la curva de crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de los Chimus, hasta

el primer dia de la fase de decadencia celular, cultivada en medio Johnson modificado. Los datos corresponden

al promedio de concentracién celular por dia: OBS=valor observado; ESP=valor esperado; r=tasa de crecimi-
ento instantaneo, rr=coeficiente de determinacién, n=ndmero de observaciones. Datos obtenidos por conteos e
camara de Newbahuer.

x10 cels 0Bs ESP 08s ESP DBS ESP OBS ESP OHS ESP 0BS ESP 0BS ESP 08S ESP 08S J|__ESP 0BS ESP
as/NaCl 0 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 14.5] 5
0 13, 40 0,11 11,70 9,98 13, 40 52, 05 23, 30 76, 18 23,30 268, 35 1S, 00 4,20 13, 40 0, 33 11,70 11, 49 16. 70 13,03 18, 30 4, 80
1 12, 80 0,85 15, 00 18, 82 13, 30 77,29 30, 00 113,68 | 21,70 37,10 18, 70 B, 64 18, 40 0, 66 15, 00 15.73 15, 00 15, 21 15 00 5, 53
2 16,70 5, 8% 20, 00 33, 41 23, 40 114,30 38,70 | 181,821 S8, J0 51,95 16, 50 10, 44 26,70 1,32 11,70 16, 31 17,60 17,75 15, 00 6, 38
3 71,70 23,10 25, 40 88, 37 33, 40 189, 00 78,70 | 227,81 | 58,40 72,23 25, 00 16, 32 30,00 2, 69 18, 40 19, 25 1B, 40 20,72 15, 00 7,35
4 275, 00 135,83 88, 40 123,47} 61,70 248,17 | 201,70 | 314,99 § 95, 00 99, 45 43, 40 25,28 43, 40 s, 30 25, 00 22, 54 20, 90 24,19 16, 00 8, 47
5 785, 90 749, 71 208, 40 | 228, 54 | 430,00 | 381, 8B | 448,70 | 426,82 | 112,50} 133, 18| 53, 40 38, 5% 83, 40 10, 38 28, 30 268,15 50, 00 28, 23 16,70 8. 76
] 3145,00 { 3140, 40 | 438, 40 405,062 | 976, 70 | 521,50 | 601, 70 | 583,28 133, 40| 180,71 61,70 57,68 71, 30 20, 88 28, 40 30, 08 33, 40 32, 96 17, 60 11,25
7 8665,00 | 8770,37 ] 614,70 897,09 11100, 00} 740, 88 | B53, 20 720, 48 | 282,601 236,59 | 78,30 A1, 46 80, 80 40,72 53, 40 34,24 40, 00 38, 47 18, 30 12, 86
8 8595, 70 | 8403, 80 | 1408, 70 1124, 45]1131, 70| 1031, 80 [ 1008, so| sse, 96 | 280,00 | 302,101} 85,00 |1 16,42 | 686,70 77, 40 42,50 18, 57 45, 00 44, 90 18, 40 14, 94
9 9095, 00 | 8758, 86 | 1833, 30 1884,03[1310, 10| 1399, 82 | 1128, 3011080, 14| 438, 40 | 374,88 | 144,20 154, 81 | 225,401 140, 47 | 41, 70 42,97 51,70 52, 42 18, 40 17,22
10 9100, 00 | 8821, 36 | 1993, 40 2230, 02| 1540, 00| 1839, 27 | 1198, 0051219, 25| 486.70 | 451,08 | 193, 40 195, 20 | 226,70 | 238, 38 ] 4B, 40 47, 36 60, 00 61,18 20, 00 19, 84
11 B110, 90 | 8832, 19 | 2678, 70 2719, 2012108, 30| 2329, 58 | 1231, 70|13%8, 37| 545,00 | 528, 08 | 230,00 233,70 | 271,70 | 358, 88 | 351, 70 51, 83 71, 70 71, 42 20, 00 22,87
12 3130, 00 |3078, 092655, 80 2838, 16 | 1398, 8011473, 07} 586, 70 | ses, 51| 261,70 | 268, 88 418,70 | 483,74 | 55,00 55,70 80, 90 83,37 23, 40 26, 35
13 3414, 20 [ 3308, 56]3209, 20 3319, B7 | 1448, 70| 1563, 15| 828, 40 6568, 25 | 305,00 | 202, &3 872,50 | 585,12 | 54,20 59, 81 105,00 | 97, 31 i4, 20 30, 37
14 3698, 30 |3441, 34[4121, 70 3748, 19 [ 1364, 20| 1631, 21} 840, 00 708, 79 | 233,40 | 314,70 783, 30 | 633, 38 | 58,40 B3, 00 | 113,40 113. 39 26,70 35, 00
15 3503, 40 {3517, 77|4803, 40 4102, 86 11685, 00{ 1881, 17| 680, 00 TAT, 15 826,00 | 883,73 | 80.00 86, 15 | 126,30 | 132,50 | 35, 00 40, 33
16 3831, 70 | 3589, 58] 4583, 30| 4380, 60 [17%0,00|1717,0%] 838,40 | 778, 31 828,70 | 715,78 | 63,40 88,94 | 158,40 )| 154,77 | 43,70 48, 48
17 3285, 50 | 3582, 10| 3975, 00 4508, 74 | 1840,00] 1742, 43| 841,70 801,78 701,70 | 727,28 155, 65 | 154,79 | 43, 40 33,57
18 1878, 70| 1760, 19| 826, 70 | 819, 08 AB&, 70 ] 733,16 60, 00 81,74
19 1798, 7011772, 54 61, 60 71,13
20 1738, 301781, 02 80, 00 81,99
n 12 18 18 21 19 15 19 17 18 21
r 1,78 0,84 0,40 0,38 0,37 0,48 0,70 0,24 0,18 0,14
r2 0,00

0,94 0,92 0,91 0.95 0,97 0,80 0.80 0,95 0,01




TABLA 6: Andlisis de la funcién logistica de la curva de crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de los Chimus, hasta
el primer dia de la fase de decadencia celular, cultivado en medio Johnson modificado. Los datos corresponden
al promedio de concentracién celular por dia; OBS=valor observado; ESP=valor esperado; r=tasa de crecimi-
ento instantaneo, rP=coeficiente de regrecién, n=nlmero de observaciones. Datos obtenidos de las lecturas de ab
sorvancia.
Val{% 08S ESP 0B8S ESP 0BS5S ESP 0O8S ESP 08S ESP 0BS ESP 0BS ESP DBS ESP |l oBS | €SP 085 N EsP
[Oéas /|NaCl 0 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 [4.5] is1
0 1, 80 0,65 1,80 0, 19 1, 80 1, 01 1, 80 1, 54 1,90 2,08 1,90 1, 36 1. 80 0,89 2, 30 1,61 1, 90 1,69 2,10 1,51
i 2,10 1, 45 1,90 0,318 1,80 t, 85 1,90 2,23 2,00 2,52 2,10 1,88 1,80 1,18 1, 50 1, 82 1,70 1, B4 Z, 00 1.63
2 3, 80 3,19 2,00 0, 839 2,20 2, 88 2,80 3, 19 2,10 3,08 2,20 2,08 Z2,00 1,59 2,30 2,05 2,10 1,99 2,00 1,75
3 3, 50 6,79 2, 40 1,29 3, 30 4,25 3. %0 4, 50 2,80 5,71 2, 40 2.5 2,30 2,12 2,70 .0 2,20 2,17 2,00 1,88
4 13,70 13, 54 3,00 2.3 3, 80 8, B4 5, 30 8, 22 4,10 4, 46 3, 00 3,0 4,20 2,81 2,70 2,59 2,20 2,35 2,00 2,02
3 23, 80 24,09 6,00 4,34 7, 30 10, 0% 7. 80 8,39 3,10 5,33 3, 30 3 38 4,70 5. 70 2,80 2,89 2, 40 2, 56 2,00 2,17
] 38, 90 38,79 9. 00 7.39 17, 00 14,80 11, 00 10, 98 3, 80 6, 32 3, 40 4,20 5,80 4, 82 3, 00 3, 22 2,80 2,77 2,10 2,33
7 43, 20 47, 7% 11,70 12,54 23,00 20, 1 16, 90 13, 87 8, 10 7,43 4, 40 4, 88 6,90 8, 22 3,20 3, 87 2,70 3,01 2, 30 2,50
8 54, 80 85,08 17,10 i, 07 27,10 28, 08 18,10 16, 86 8, 40 8,68 5, 30 5,33 7. 40 7,91 3,120 3. 85 3,10 3,27 2, 40 2,69
9 40, 20 59, 03 24,00 28,27 32,20 31,73 18, 20 19,74 13,20 9,389 6, 80 8, 21 8,70 9,92 Z2,10 4, 34 3, 40 3,55 2,70 2,88
10 44,30 80, 97 35,10 32,78 34,70 38, 54 20, 30 22, 3 14, 80 11, 40 8, 30 6, 87 8, 80 12,19 2,80 4,75 4,30 3, 85 3, 40 3,10
i1 58, 40 81, 87 40,80 37,68 38,70 40, 23 23,70 24, 48 14, 20 12,85 7,10 7, 48 13, 30 14, 69 3, 30 5,17 4,70 4,18 3,50 3, 33
12 40,10 40, 87 40, 00 42,85 24,90 26.17 14, 30 14, 32 7,70 B, 03 17, 20 17, 30 2,50 3, 81 4, 80 4, 34 370 3,58
13 40, 60 42,78 43,30 44, 81 28, 00 27, 48 14, 80 13,77 10, 20 2.7 22, 20 19,83 3.20 8, 04 3,10 4,92 3, 40 3, 84
14 44, 80 43,87 50, 70 45,75 30, 00 28, 41 14, 40 17,18 9, 50 9, 98 24,70 | 22,48 5. 00 8, 48 5, 30 5, 34 4,20 4,13
15 47,30 44, 48 18, 30 18, 48 28,30 | 24.78 5,10 6.62 5,80 5 78 4,50 4, 44
16 49, 30 44,77 18,70 19, 70 22,20 26,80 3,80 7. 34 8,10 6, 28 4,30 4,77
17 37,40 44, 94 18,50 | 20,80 3. 00 7.76 9, 00 5, B0 4, 80 8,12
18 16, 40 22,683 2,50 B, 18 7,30 7,37 5, 90 5, 50
19 7.80 7,99 5,60 39
20 6, 50 8 65 6,00 6, 35
n 12 18 15 15 19 15 17 19 21 21
T 0,82 0,64 0.5 0,39 0,22 028 03 0,14 0,08 0,07
r* 0,94 0,00 0,98 0,08 0,58 091 0,87 0,84 0,89 0,80




TABLA7: Andlisis de la funcién logistica de la curva de crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de Chiica, hasta el
primer dia de la fase de decadencia celular, cultivada en medio Johnson modificado. Los datos corresponden al
promedio de concentracién celular por dia; OBS=valor observado; ESP=valor esperado; r=tasa de crecimiento
inmediato, r’=coeficiente de determinacién, n=numero de observaciones. Datos obtenidos por conteos en camar
de Newbahuer.
x10 cels 08S ESP 08S ESP 0BS £SP 0BS ESP 085 ESP 085 £SP 085 ESP oss || esP ogs |l €se o8s__J|__ESP
Dfas/[NaCl (] 1 1.5 2 25 3 35 [ [4.5] 5]
0 15,00 0, 47 15, 00 16, 84 13, 40 58,17 15,00 81,128 11,70 | 101, 34 13, 40 25, 50 15, 00 2. 38 18, 40 2,69 18, 40 5,88 10, S0 12, 68
1 27,50 2,09 20, 00 38,70 25,30 1102, 11 13,30 | 103,94 20,00 | 129,53 35, 00 37.58 29, 40 4, 45 16, 70 3, 87 18, 50 8,13 16, 70 14, 09
2 33,40 9.3 46,70 838, 27 28, 40 | 152, 94 41,70 | 132,77 30,00 | 185, 24 36,70 54,93 35, 00 8,29 20,00 S, 57 18, 40 11, 21 16,70 15, 66
3 85, 00 41,20 281,70 197. 89 161,70 } 227,30 71,70 | 189, 33 38,70 {210, 28 38, 70 78, 97 41,00 15, 41 21.70 8, 00 20,00 15, 42 20, 00 17, 41
4 308, 40 177, 47 861,70 | 427.59 318,70 | 334,92 | 130,00 215,82 | 155,00 | 266,78 80,00 | 115, 40 48, 38 28, 30 38,70 11, 48 26, 60 21,13 21,70 19, 33
5 775,00 | 887,08 | 901, 70 | 858,72 372,50 | 487, 49 | 355,00 273,93 | 233, 40 | 337,17 187,80 | 164, 49 63,70 52, 24 39. 30 16, 43 30,90 28,83 | 26,70 21, 51
8 1832, 50 | 1928, 98 | 1330, 90 1522, 91 ase6, 70 | 887,52 | 372,50 347,01 | 350,90 | 424,12 260, 00 | 230, 5¢ 70, 00 94, 24 39,20 23, 47 47,20 39, 07 29, 20 23,90
7 3178, 70 | 3243, 53 | 2148, 40 2288, 58 | 1032, 50 | @75, 24 395, 00 | 438,04 | 520,00 530, 39 | 390,00 | 316,16 118, 70 { 165, 38 39,70 33,38 48, 40 52, 51 31,70 26, 58
] 4108, 70 | 3828, 52 | 3148, 30 2924, 58 | 1508, 70 |1323, 59 523, 40 | 550, 53 | 788, 40 §58, 62 | 440,00 | 421,55 325,00 | 277,36 51,70 47, 21 71,00 59,79 36, 70 29,53
9 4138, 70 | 3989, B7 [ 3341, 70 3324, 18 | 1873, 40 1732, 87 764,70 | €88, 18 | #71, 70 810, 98 | 530,00 543, 83 433,50 | 434,88 93,30 86, 26 74,30 91, 47 45, C0 32,82
10 4458, 70 | 4027, 83 | 3827, s0 | 3532,97 |2110,00 |2177, 51 1080, 00 | 854, 83 |1040, 00 988, 84 | 601,70 | 875, 41 845,00 | 624,61 [ 135,00 92,02 | 115,00 | 117, 84 33, 40 36, 48
1" 4238, 40 | 4038, 56 | 3278, 70 3831, 64 | 2455, 00 12822, 57 1181, 70 {1052, 69 1221, 70 1191, 47| 780, 10 | 807, 23 785,00 | 814,78 | 137,20 128,02 | 173,30 | 148,71 38,70 40, 54
12 3011, 70 {3032, 2111270, 90 1285, 30 |1494, 20 [1417, 41 940,00 | 9289, 43 | 931,70 973,28 | 139,00 | 189,35 175,00 { 183,29 37,50 43, 08
13 3485, 90 |3381, 32 |1345, 00 1582, 20 |1800, 10 1682, 35 1090, 00 [1034, 98 [1048, 30 1088, 31| 160, 00 | 222,72 191,70 | 220,15 | 41.70 50, 08
14 3866, 70 [3859, B4 |1830, 00 1881, 58 2091, 70 [1920, 18 |1231, 701120, 73 [1369, 35 |1158, 27 205, 00 | 284, 84 | 263, 30 257,44 | 48,40 58, 88
15 4003, 40 |3870, 58 [2431, 70 2178, 92 |2281, 70 (2183, 25 1080, 00 [1188, 97 {1033, 35 1200, 821372, 50 | 353,19 295,00 | 293,20 | 56,70 51,88
18 4025, 70 14023, 72 |24688. 40 2528, B7 12313, 30 [2443, 37 519,20 | 423,73 | 348,30 325, 80 70, 00 68,76
17 4021, 00 |4134, 78 |2903, 30 2885, 82 j2403, 40 (2692, 83 553 350 | 491, 89 | 335,00 | 354, 14 88, 40 76, 42
18 2848, 30 (2824, 43 473, 30 | 553, 68 | 384, 20 377,82 88, 40 B4, 93
19 3088, 00 |3134, 63 380,00 | 396,93 | 86,70 94, 40
20 3848, 40 {31318, 92 123, 40 | 104, 92
n 12 12 18 18 21 18 18 19 20 21
r 1,80 0,84 0,40 0,28 0,25 0,40 0,63 0,37 0,33 0,18
re 0,80 0,92 0,97 0,08 0,94 0,04 0,88 0,04 0,91 0,80




TABLA 8: Andlisis de la funcion logistica de la curva de crecimiento de Dunaliella salina de las Salinas de chilca, hasta el

primer dia de la fase de decadencia celular, cultivada en medio Johnson modificado. Los datos corresponden al
promedio de concentracion celular por dia; OBS=valor observado; ESP=valor esperado; r=tasa de crecimiento
instantaneo, P=coeficiente de determinacién, n=numero de observaciones. Datos obtenidos de las lecturas de

absorvancia.

[Vakres TN 2_31 | 3 w = T Lot I o Lt

[Was/|NaCl : 1 12.5] | 1357 e 45] 151
0 1,90 0, 38 1, 90 0. 66 1, 80 0.83 | 190 | 3.05 | 210 | 5.04 | 200 | 0,85 | 200 | 0,78 [ 200 [ 0.50 | 260 | 0,99 ) 2,50 | 1,27
1 2, 00 0.92 2,00 1,33 2,10 147 | t.e0o | 3,70 | 2,20 | 3.80 | 1,80 | 0,73 | 1,90 | 1,30 | t.60 [ 0,68 [ 1.50 j 1.6 § 1,30 | 1,41
2 3,10 2, 21 2,30 2,84 2, 80 257 | 230 | 4% | 220 | 472 | 1,0 | v,08 | 3,90 | 214 | 2200 | 0,94 | 1,40 | 1.36 | 1,30 [ 1.56
3 5,10 514 4,50 s, 11 450 s 44 | 40 | 848§ 2270 | 588 | 200 | 1,% | 560 | 3,48 | 2,950 | 128 | 1,20 | 1,59 | 1,50 | 1,72
4 12,00 | 11,12 9.60 9. 39 8, 80 745 | s.80 | 8,80 | 3,90 | 7.23 | 2,20 | 2,09 | 7,00 | 552 | 260 { 173 | 1,70 | 1.85 | 1,60 | 1,90
s 2010 | 21,08 | 830 | 1585 | 11,30 | 11,09 | 8,90 | 7,96 | &30 | 888 | 200 | 2,90 | 9.90 | 8,44 } 2,60 | 2,33 | 1,80 | 2,16 | 2,00 2,09
[ 31.90 | 3319 | 2350 | 23,85 | 18,70 | 18,04 | 8,70 | 9.5 [ 11,30 { 10,84 | 3,70 | 3,99 | 12,60 | 12.29 | 3,00 | 3,00 | 2,30 | 2.33 |} 2,10 2,29
7 4550 | 43.31 | 31,00 | 31,82 | 26,30 | 25,41 | 11,80 | 11,42 | 15,80 | 13,13 [ s,00 | S.40 [ 14,90 | 18,82 | 3,80 | 404 | 2,70 | 2,95 | 2,30 2,54
s 890 | 40.44 | 3880 | 37,80 | 3120 [ 32.72 [ 15,70 | 13,57 | 18,80 [ 15,77 | 640 | 7,20 [ 17,20 | 21,52 | 440 | 8,17 | 2.90 | 3.45 } 2,60 2,75
) 5280 | 52.48 | 40,80 | 41,41 | 38,20 | 38,97 | 17,20 | 18,05 | 20,50 | 18,75 | 8,60 | 9,38 | 2500 | 2578 | 5.00 | 6.42 | 3.40 | 4,03 ) 2,70 ] 3, 00
10 3570 | 33.80 | 48.80 | 43,87 | 43.20 | 43,81 | 19,40 | 18,70 | 24,80 | 22,04 [ v0,40 | 11,02 | 29,10 | 20,17 | 5,90 | 7,94 | 450 | 471 | 3,30 ) 3,26
1 5200 | 54,38 | 45,70 | 44,70 | 48,40 | 48,71 | 26,30 | 21,88 | 20,40 | 23,80 | 14,30 | 14,72 | 34,30 | 31,84 | 19,00 | 9,48 | £50 | 550 } 3.40 | 3,33
12 49,00 | 48,84 | 28,30 | 25,21 | 30,10 | 29,38 | 21,50 { 17,81 | 37,60 | 33,30 | 11,80 | 10,98 | 7,00 [ 6,42 | 400 | 3,82
13 49,00 | 49.78 | 29,20 | 28,80 | 32,70 | 33,21 | 22,40 | 20,43 | 37,80 | 34,37 | 13,40 | 12,38 | 7,80 | 7.50 [ 430 ] 4.2
14 49,70 | 50,44 | 31,20 | 32.%8 | 37,80 | 37,06 | 32,70 | 23,02 | 38,00 | 35,04 | 14,10 | 13,84 | 8.50 [ 8,76 | 520 | 442
13 49,30 | 50,82 | 32,40 ) 38,43 | 38,10 | 40,81 | 30,80 | 25,26 | 37,90 | 35,45 ] 18,70 | 14,72 | 10,30 [ 10,23 [ 5,00 | 474
16 53,10 | 51,05 | 38,10 | 40,34 | 41,00 | 44,38 | 30,20 | 27,12 | 372,90 | 35,60 | 18,60 | 15,61 | 11,60 | 11,95 | 4,80 { 5,05
17 s0.60 | 5415 | 356.20 1 44,19 | 43,00 | 47,84 | 29.20 j 28,59 | 35,00 | 35.84 | 21,60 | 13,80 | 13,10 [ 13,95 | 5.10 | 5,38
18 32,20 | 47,90 | 40,00 | s0,80 | 24,10 | 29,72 22,70 | 35. 92 15.70 | 16.29 | 5,80 | s.70
19 23,00 | 30,97 15,20 | 19.02 | 5,80 | 6. 02
20 22,80 | 31,2 15,20 | 22.20 | 6,40 | 6 33
n 12 12 18 19 19 21 19 18 21 21
r 0.90 0,72 0,59 0,21 0,23 0,40 0,53 0,33 0,18 0,12
r* 0,93 0,08 0,02 0,88 0,92 0,90 0,80 0,80 0,02 0,02




TABLA 9: Velocidad de crecimiento (K) y tiempo de generacién (Td), duran-
te la fase exponencial, densidad celular final a diferentes concen-
traciones de NaCl (0, 1, 1,5, 3, 3,5, 4M) de Dunaliella salina de
las Salinas de los Chimus, evaluadas por conteos en camara de
Newbahuer.

[CINa] | SALINIDAD K Td DENSIDAD CELULAR*
(M) {%0) (div/dias) | (horas/div) (10° cels/ml)
0 35,00 1,53 15,69 6665,00
1,00 58,44 0,78 30,77 611,70
1,50 87,66 0,67 35,82 1100,00
3,00 175,32 0,44 54,55 144,20
3,50 204 54 0,79 30,38 233,35
4,00 233,76 0,55 43,64 25,00

*Ultimo dia de la fase exponencial, después de la inoculacién. Densidad
celular inicial promedio 1,5 x10* cels/ml.

TABLA 10: Velocidad de crecimiento (K) y tiempo de generacion (Td), duran-

te la fase exponencial, densidad celular final a diferentes concen-
traciones de NaCl (0, 1, 1,5, 3, 3,5, 4M) de Dunaliella salina de

las Salinas de los Chimus, evaluadas por lecturas en espectrofotd-
metro.

[CINa] | SALINIDAD K Td DENSIDAD CELULAR*
M) (%) {div/dias) | (horas/div) (%)
0 35,00 0,94 25,53 46,78
1,00 58,44 0,65 36,92 9,00
1,50 87,66 0,83 28,92 23,00
3,00 175,32 0,33 72,73 8,30
3,50 204,54 0,45 53,33 22,20
4,00 233,76 0,29 82,76 4,80

*Ultimo dia de la fase exponencial, después de la inoculacién. Porcentaje
celuiar inicial promedio 1,9 %.



TABLA 11: Velocidad de crecimiento (K) y tiempo de generacion (Td), duran-
te la fase exponencial, densidad celular final a diferentes concen-
traciones de NaCl (0, 1, 1,5, 3, 3,5, 4M) de Dunaliella salina de
las Salinas de Chilca, evaluadas por conteos en camara de New-
bahuer.

[CINa] | SALINIDAD K Td DENSIDAD CELULAR*
(M) (%0) (div/dias) | (horas/div) (10” cels/mi)
0 35,00 1,02 23,53 3176,70
1,00 58,44 0,60 40,00 3148,30
1,50 87,66 0,42 57,14 2455,00
3,00 175,32 0,40 60,00 1090,00
3,50 204,54 0,78 30,77 325,00
4,00 233,76 0,47 51,06 137,20

*Ultimo dia de la fase exponencial, después de la inoculacion. Densidad
celular inicial promedio 1,5 x10%ceis/ml.

TABLA 12: Velocidad de crecimiento (K) y tiempo de generaci6n (Td), duran-
te la fase exponencial, densidad celular final a diferentes concen
traciones de NaCl (0, 1, 1,5, 3, 3,5, 4M) de Dunaliella salina de
las Salinas de Chilca, evaluadas por lecturas en espectrofotome-

tro.
[CiNa] | SALINIDAD K Td DENSIDAD CELULAR*
(M) (%e) (div/dias) | (horas/div) (%)
0 35,00 0,79 30,38 45,50
1,00 58,44 0,56 42,86 31,00
1,50 87,66 0,43 55,81 39,20
3,00 175,32 0,40 60,00 6,40
3,50 204,54 0,60 40,00 25,00
4,00 233,76 0,40 60,00 13,40

*Ultimo dia de la fase exponencial, después de la inoculacién. Porcentaje

celular inicial promedio 1,9 %.




TABLA 13:

Tolerancia a la salinidad y tasa de crecimiento instantaneo(r) de Duna-
liella salina de las Salinas de los Chimus, a diferentes concentraciones
de NaCl, evaluadas en camara de Newbahuer y en espectrofotémetro.

[CINa] CAMARA DE NEWBAHUER ESPECTROFOTOMETRO
M) ) (cels/ml) max { (%) max.
0 1,78 9100,00 0,82 64,50
1,00 0,64 3698,30 0,64 49,50
1,50 0,40 4603,35 0,50 56,40
2,00 0,38 1876,685 0,39 30,00
2,50 0,37 841,65 0,22 18,70
3,00 0,46 395,00 0,25 10,20
3,50 0,70 1026,00 0,30 28,30
4,00 0,21 63,35 0,14 3,80
4,50 0,18 159,65 0,08 9,00
5,00 0,14 110,00 0,07 6,00
TABLA 14:  Tolerancia a 1a salinidad y tasa de crecimiento instantaneo(r) de Duna-
liella salina de las Salinas de Chilca, a diferentes concentraciones de
NaCl, evaluadas en camara de Newbahuer y espectrofotometro.
[CINa] CAMARA DE NEWBAHUER ESPECTROFOTOMETRO
M) ( {cels/mi) max ] (%) max.
o 1,50 4456,65 0,90 55,70
1,00 0,84 3827,50 0,72 48,80
1,50 0,41 4025,00 0,58 53,10
2,00 0,25 2903,30 0,21 38,29
2,50 0,25 3648,35 0,23 45,60
3,00 0,40 1231,65 0,40 32,70
3,50 0,63 1369,35 0,53 38,00
4,00 0,37 553,30 0,33 21,60
4,50 0,33 384,20 0,16 15,70
5,00 0,16 123,35 0,12 8,40

(cels/ml)max= méxma densidad celular durante el crecimiento.

(%)max= méximo porcentaje de crecimiento.
(r)= Tasa de crecimiento instantaneo.




TABLA 15: Resultado del analisis de regresion potencial, para Dunaliella galina de las SALINAS DE LOS CHIMUS y de las SALINA DE
CHILCA, con su respectiva conversion de unidades para cada estacion. Los nimeros de observaciones correspon-
den a los datos obtenidos en los conteos en camara de Newbahuer (NB), como en espectrofotometro (ES), por un perl-
odo de 21 dias, para las diferentes concentraciones de NaCl (1-5M) incluyendo la tratada con agua de mar sclamente.

REGRESION POTENCIAL SALINA DE LOS CHIMUS SALINAS DE CHILCA

REGRESION LOG REGRESION LOG

R

Constante (K) 0,715334084 |5,19198283 0,966760557 |9,26316969

Error EstAndar Est Y 0,1968373561 0,220350444

R cuadrado 0,941708731 | 0,0704173 0,920891083 | 0,9588307

N° de Observaciones 210 210

Grados de Libertad 208 208

Coeficiente(s) X 1,711895337 1,484018625

Error EstAndar de Coet. 0,0205631468 0,028752504
Y =a*x~b Y =a*x"b

CONVERSION DE UNIDADES |U(NB)=(K)*(X) ~ U(ES) U(NB)=(K)*(X) ~ U(ES)

U(NB)=5,1919928*(1,7118953) ~ U(ES) U(NB)=9,26318969* (1,46401863) ~ U(ES)




TABLA 16: Medio Johnson modificado (J/1), (BOROWITZKA,

1988).
Macronutrientes requerimiento
NaCl 262,98 g, 17!
MgCl. . 6H,0 1,5 g
MgSO, . TH,0 0,5 "
KCl ‘ 0,2 "
KNOS 1,0 "
NaHCOj 0,043"
KH, PO, 0.035"
Solucién de Fierrox 10,0 ml.
Trazas de metales* 10,0 "
*Solucidn de Fierro mg. .
NaEDTA 189,0
FeClséHAD 244.,0

Autoclavar por 15° a 15 libras de presién y 120°C.

xTrazas de Metales mg -
BO 61,0

( H41)6M07024.4H20 38,0

CuSO4.5H20 6,0

CoClz.ﬁHf) 5,1

ZnCl2 4,1

MnC12.4H20 4,1

Se utilizé Na€l (QP), en concentraciones de acuerdo al
esquema siguiente, adicionando al agua de mar, para 1
litro:

b P L Wik — e

Molaridad (M) g. de CiNa

0,0 -———
, 0 58,44
. 5 87,68
, 0 116,88
» 3 146,12
, 0 175,32
) 204,56
, 0 233,92
] 263,00
,0 262,20



