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Resumen
En condiciones normales las microalgas estan sometidas a periodos de luz/oscuridad,

y esta alternancia generalmente se utiliza también en su cultivo. En este trabajo se
evaluo el efecto que tiene la influencia del fotoperiodo sobre la produccion de
carotenoides y en la morfologia de la microalga Tetraselmis gracilis., basado en el
método bioldgico para determinar el crecimiento poblacional, el método quimico por
espectrofotometria para estimar la concentracion de carotenos y registro fotografico
de células para mediciones morfoldgicas. La evaluacion del crecimiento poblacional
consistio en un procedimiento experimental, tipo bioensayo, en el cual se tuvieron 3
unidades experimentales cada una con 150 mL de medio F/2 Guillard con 25% de
salinidad, sometidas a un fotoperiodo de 24:0 y otras 6 unidades las cuales se
mantuvieron con un tipo de fotoperiodo 8:16 y 12:12, cada una con tres replicas para
un total 9 unidades de cada uno de los tratamientos, se realizaron conteos celulares
cada 48 horas en cAmara Neubauer y se estimaron variables de densidad celular, tasa
de crecimiento y tiempo de duplicacion, la determinacion de cambios morfoldgicos
se realiz6 mediante el célculo de volumen celular. El fotoperiodo 24:0 presentd la
mayor densidad celular en el crecimiento con un valor de 597958 cel/mL™, los
resultados de tasa de crecimiento especifico evidenciaron diferencias significativas
entre los tratamientos a las 432 y 480 horas del cultivo, los tiempos de duplicacion
diaria en promedio fueron muy parecidos entre tratamientos. La mayor produccion
de carotenoides totales se presentd cuando la microalga fue expuesta a condiciones
de fotoperiodo 8:16 en la fase exponencial del crecimiento, el tratamiento 24:0
presentd los mayores valores de volumen celular a medida que transcurrieron las
fases del experimento, en comparacion a los otros 2 fotoperiodos. Los resultados
mostraron que el fotoperiodo tiene un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento
especifico de Tetraselmis gracilis, asi como también tuvo efecto significativo sobre
la produccion de carotenoides. Este estudio demostr6 que T. gracilis cuando es
expuesta a variaciones en la intensidad de luz, es decir a fotoperiodos, presenta
variaciones en el crecimiento, contenido de carotenos y volumen celular, lo cual sirve
como base para futuras investigaciones que tengan como objeto de estudio masificar
su cultivo en condiciones controladas para posteriores aplicaciones en diversos

sectores de la industria.

Palabras claves: cultivo, espectrofotometria, volumen celular



Abstract

Under normal conditions the microalgae are subject to periods of light / dark, and this
alternation is generally also used in their cultivation. In this work, the effect of the
photoperiod influence on the production of carotenoids and on the morphology of the
microalgae Tetraselmis gracilis was evaluated, based on the biological method to
determine population growth, the chemical method by spectrophotometry to estimate
the concentration of carotenes and photographic record of cells for morphological
measurements. The evaluation of population growth consisted of an experimental
procedure, bioassay type, in which there were 3 experimental units each with 150 mL
of F / 2 Guillard medium with 25% salinity, subjected to a photoperiod of 24: 0 and
another 6 units which were maintained with a type of photoperiod 8:16 and 12:12, each
with three replicates for a total of 9 units of each of the treatments, cell counts were
performed each 48 hours in Neubauer chamber and variables of cell density, growth
rate and doubling time were estimated, the determination of morphological changes
was made by calculating cell volume. The photoperiod 24: 0 presented the highest cell
density in growth with a value of 597958 cel / mL-1, the results of specific growth rate
evidenced significant differences between treatments at 432 and 480 hours of culture,
doubling times daily were on average very similar between treatments. The highest
production of total carotenoids occurred when the microalgae was exposed to 8:16
photoperiod conditions in the exponential phase of growth, the 24: 0 treatment
presented the highest values of cell volume as the phases of the experiment passed, in
comparison to the other 2 photoperiods. The results showed that the photoperiod has a
significant effect on the specific growth rate of Tetraselmis gracilis, as well as having
a significant effect on the production of carotenoids. This study showed that T. gracilis,
when exposed to variations in light intensity, that is, photoperiods, presents variations
in growth, carotene content and cell volume, which serves as a basis for future research
that has the object of study. massify its cultivation under controlled conditions for
subsequent applications in various sectors of the industry.

Keywords: culture, spectrophotometry, cell volume
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1. Introduccion
Las microalgas son en general organismos fotoautétrofos, es decir, obtienen la
energia de la luz solar y se desarrollan a partir de la materia inorganica. Sin
embargo, existen algunas especies las cuales suelen ser fotoheterdtrofas ya que son
capaces de crecer utilizando la materia organica como fuente de energia (Malgas,
2013). Algunas presentan nivel de especializacion celular, se caracterizan por ser
tipicamente acuéticas, viven fijas a un sustrato o flotando libremente en él, también
se pueden encontrar en ambientes terrestres extremos, evidenciando que se
encuentran ampliamente distribuidas en la biosfera (Gonzales, 2015). Son
conocidas por su capacidad de producir pigmentos resultados de sus procesos
fisiolégicos como es el caso de la produccién de ficoeritrinas, astaxantina y
carotenos, entre otros (Bolafios, 2008). Estos pueden ser utilizados en un rango
amplio de industrias como la agricultura, acuicultura, biomedicina e incluso la

industria cosmética (Priyadarshani & Rath, 2012).
Estos microorganismos poseen diversidad de tamafios y formas, las cuales pueden
variar cuando se presentan cambios en su morfologia como rotura de las
estructuras internas, adelgazamiento de la célula, pérdida de color, asi como,
aumento del pirenoide, entre otros; dichas alteraciones son provocadas por
condiciones adversas del medio en que se encuentran, como lo son los agentes
quimicos toxicos (Pellon et al.,, 2003); desconociéndose posibles cambios

provocados por agentes fisicos como lo es la luz.
Las caracteristicas que poseen las microalgas, son las que las llevan a ser muy
utilizadas en productos que hacen parte de ciclos sostenibles y es por esto que mas

de sesenta afios de investigacion en ficologia aplicada avalan un conocimiento
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actual sobre produccion masiva de microalgas, permitiendo su uso como alimento
en la acuicultura de especies marinas, la depuracion de aguas residuales y la
produccidn de compuestos para sectores como la dietética y la cosmética. Se trata
de productos cuyo valor de mercado permite llevar a cabo de forma rentable este
tipo de actividad econdmica (Malgas, 2013).

Uno de estos productos de gran interés comercial son los carotenos, actualmente a
nivel global la demanda es alta, pero la mayoria de la oferta de estos a nivel
industrial presentan altos costos y ademas son de origen sintético, por lo que se
busca la implementacidn de pigmentos de origen natural (Parra & Barajas, 2011),
provocando un creciente interés por los carotenos obtenidos naturalmente por
procesos biotecnoldgicos.

Segun Gonzéles (2015), existen mas de 30.000 especies de microalgas, de las
cuales unas 100 han sido estudiadas y solo unas 10 especies se explotan
comercialmente. En el caso de la obtencion de pigmentos organicos las
investigaciones se han centrado principalmente en algunas especies de los géneros
Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus y Spirulina (Wijffels et al.,
2013); dejando de lado a otros como Tetraselmis, el cual también puede presentar
altos contenidos de pigmentos accesorios como los carotenoides; es entonces,
como la utilizacion de las mismas especies ha generado un vacio de informacion
acerca del posible potencial de produccion en pigmentos que presentan otras

microalgas.

En la actualidad, urge buscar alternativas de nuevas fuentes de produccién de

compuestos que no sean nocivas para el medio ambiente, con el fin de adquirir un
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amplio rango de variabilidad para su obtencion (Reyes & Franco, 2006). En
Colombia, la falta de optimizacién en los métodos de cultivo y las condiciones
controladas de variables como la luz, factores que se deben manejar para que se dé
un aumento en la produccion de pigmentos, conlleva a que no se aproveche al

maximo este recurso micro algal (Beltran et al., 2017).

Teniendo en cuenta que el género Tetraselmis ha sido reconocido por su amplio
contenido de lipidos (Flores et al., 2003); pero hay poca informacién sobre su
potencial en la produccion de pigmentos, esta investigacion se perfila como un
estudio que pretende revelar el potencial biotecnoldgico que ofrece la especie,
mediante la optimizacién de métodos basados en parametros como la luz, la cual
interviene directamente en el crecimiento y su fisiologia, a su vez en la produccion

de pigmentos carotenoides.

Conocer el posible efecto que tiene la variable fotoperiodo en la produccién de
carotenoides de la especie Tetraselmis gracilis, apoyaria futuras investigaciones
que apunten a la obtencién de pigmentos de origen organico. Contribuyendo de
esta manera al desarrollo sostenible, utilizacién de menos contaminantes, mayor

aplicabilidad en las industrias, mayor economia y fécil accesibilidad.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la produccion de carotenoides y la morfologia
en Tetraselmis gracilis.
2.2. Objetivos especificos
e Determinar el crecimiento poblacional de Tetraselmis gracilis bajo
condiciones de diferentes fotoperiodos.
e Estimar la concentracion de carotenoides en Tetraselmis gracilis bajo

condiciones de fotoperiodo.

e Observar posibles cambios morfoldgicos de Tetraselmis gracilis bajo



3. Marco referencial
3.1. Marco tedrico
Las microalgas son organismos eucariotas fotosintéticos que pueden presentarse
de forma unicelular, colonial o filamentosa; forman parte de los productores
primaria de la mayoria de los sistemas acuéaticos y ocupan habitats muy diversos
en practicamente todo el planeta, su distribucion geografica esta limitada por
factores ambientales, que son especificos para el desarrollo de cada una de las
especies. Los hébitats donde se distribuyen comprenden desde mares con
abundancia de nutrientes hasta ambientes que presentan condiciones extremas,
como cuerpos de agua hipersalinos (Andersen, 2013).
3.1.1. Generalidades de Tetraselmis
El género Tetraselmis estd compuesto por organismos unicelulares flagelados, con
células mas o menos comprimidas, a menudo ligeramente curvadas, pero nunca
retorcidas. Células cordiformes, elipticas o casi esféricas. Extremo anterior con
invaginacion, cuatro flagelos iguales en dos pares opuestos (Fig. 1). La célula
contiene un solo cloroplasto mas o menos en forma de copa (muy raramente dos
cloroplastos), generalmente con un pirenoide central (Butcher, 1959).
Esta presente una Unica mancha ocular, ubicada en uno de los lados aplanados de
la célula, cuya posicion depende de la especie. Los flagelos cubiertos por escamas
en forma de diamante en 24 filas superpuestas por 24 filas dobles de escamas. Dos
hileras de escamas en forma de cabello se proyectan desde lados opuestos de los
flagelos. Se presenta division asexual en la etapa no mavil. las dos células hijas
yacen en posiciones invertidas. En la etapa no movil se desarrollan nuevas paredes,

las paredes viejas se acumulan como anillos concéntricos alrededor de la célula o
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se polarizan en un lado, formando un tallo (Butcher, 1959).

Dominio: Eucariota.
Reino: Plantae.
Phylum: Chlorophyta.
Subphylum: Chlorophytina.
Clase: Chlorodendrophyceae.
Orden: Chlorodendrales.
Familia: Chlorodendraceae.
Género: Tetraselmis.

Especie: Tetraselmis gracilis (Kylin) Butcher (1959)

@

Figura 1. Morfologia de Tetraselmis gracilis. Fotografia Gdmez y Pérez, 2019

3.1.2 Reproduccion y caracteristicas

Algunas especies de este género se reproducen de una forma sexual desconocida,
presentan quistes de paredes gruesas vegetativas conocidos en varias especies,
estos germinan por division en cuatro células (Marin et al., 1993). Las especies
difieren en la forma celular, el tamafio, la presencia o ausencia de pirenoides, la
morfologia del cloroplasto, pero muchas de estas caracteristicas se han descrito

mal y la taxonomia del género se encuentra en un estado de confusion. Se ha
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sugerido la ultraestructura del pirenoide como marcador taxonémico, Yy
recientemente, la estructura detallada de las escamas del cabello flagelar (Marin et
al., 1993). Algunas especies de Tetraselmis se encuentran en el plancton, otras son
bentdnicas, colonizan arena y algunas ocurren como endosimbiontes en metazoos
(Provasoli et al., 1968; Yamasu, 1982). Se ha logrado describir 36 especies del

género de Tetraselmis (Moestrup, 2002).

3.1.3. Fases de crecimiento de las microalgas

Las fases de crecimiento de un cultivo tipico de microalgas son cinco, que se
definen por el numero de células presentes en un tiempo (edad) determinado y por
las condiciones generales del cultivo: fase de latencia, de adaptacion o inicial,
exponencial o desarrollo logaritmico, de declinacion de la fase exponencial,
estacionaria y la fase de declinacion o muerte (Madigan et al.,2003; Garcia et al.,

2017).

3.1.3.1. Fase de latencia, adaptacion o inicial.

En esta fase el incremento o densidad celular es poco, debido a que las células se
estan adaptando a las nuevas condiciones del medio. Muchas enzimas metabdlicas
llegan a ser inactivas y las concentraciones de materiales celulares caen a niveles
que afectan a la division de la célula, y por ello antes de reanudar el crecimiento las
microalgas necesitan un corto periodo de tiempo para aclimatarse a su medio
acuatico.

Otro factor que contribuye es el requerimiento de alcanzar los niveles maximos de
compuestos especificos antes de que la fase exponencial comience. Esta fase puede

durar entre uno y tres dias, dependiendo del tamafio y del estado del in6culo (Garcia
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etal., 2017).

3.1.3.2. Fase exponencial o desarrollo logaritmico.

La division celular se incrementa en funcion del tiempo, el incremento de la
poblacion existente se debe a que las células estan asimilando los nutrientes en el
medio y su proceso de reproduccion asexual es activo.

La fase exponencial puede presentarse del segundo al tercer dia después de
inoculado el medio. En la fase de declinacion de la fase exponencial, como su
nombre indica, ladivision celular es lenta cuando los nutrientes han sido consumidos
y su carencia limita el crecimiento, por lo que puede llegar a durar de uno a dos dias,
en los que la edad del cultivo alcanza su valor maximo (Garcia et al., 2017).

3.1.3.3. Fase estacionaria.

En la fase estacionaria el factor limitante (carencia de nutrientes) y la velocidad de
crecimiento estan equilibrados, es decir, las densidades celulares se mantienen
relativamente constantes por un periodo relativamente prolongado. Esta fase es muy
corta en grupos de cultivo donde los nutrientes son consumidos y no reemplazados
(Madigan, 2003).

3.1.3.4. Fase de declinacion o muerte.

Las células sufren la completa limitacién por escasez de nutrientes y la densidad
celular comienza a caer rapidamente liberando azucares, proteinas y lipidos, los
cuales son aprovechados en algunos casos por bacterias oportunistas que se
alimentan de ellos desplazando a la poblacion que se mantiene viva pero que

rapidamente colapsa, el tiempo en que suceda esto depende de la especie (Garcia et
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al., 2017).

3.1.4. Carotenoides

Son una clase de pigmentos terpenoides organicos solubles en grasa que se
encuentran de forma natural en algas, plantas y algunas clases de hongos y
bacterias. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, los carotenoides son
responsables de la gran mayoria de los colores verdes, anaranjados O rojos
presentes en algunos vegetales y también animales, poseen una estructura de 40
atomos de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-
geranilpirofosfato (Santizo, 2004).

Cabe mencionar que en la actualidad se conocen alrededor de 800 carotenoides
presentes en la naturaleza (Ong & Tee, 1992). Los carotenoides son antioxidantes
de lipidos y al ser combinados con vitamina E y C inhibe en gran manera la
oxidacion de la particulas de colesterol, por lo tanto evita la displasia fibromuscular
focal y degeneracion de la capa media de las arterias coronarias, ademéas que
permite controlar la inflamacién y los mediadores trombogénicos, actian como
preventivo de enfermedades como alzhéimer, afecciones precancerosas, coadyuva
en la formacién y mantenimiento tejidos blandos y 6seos, de las membranas
mucosas y de la piel, mejora la vision nocturna, como elemento para la

reproduccion y la lactancia (Zamora, 2007).
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3.1.4.1. Estructura quimica y propiedades de los carotenoides.

Son tetra terpenos constituidos por multiples unidades isoprenoides con un anillo
de ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de los extremos (Fig. 2). Son
moléculas lipofilicas, con nula solubilidad en agua. La propiedad de absorber luz se
deriva de la presencia de siete 0 méas enlaces dobles conjugados con posibilidad de
absorber luz visible, con colores que van del amarillo al rojo. La cadena poliénica
de los carotenoides es altamente reactiva y rica en electrones. En presencia de
oxidantes facilmente se forman radicales libres de vida corta. Los radicales libres
como el oxigeno singlete Oz e hidroxilo OH son especies altamente reactivas
capaces de iniciar la peroxidacion de lipidos, inactivar proteinas, o causar dafio
molecular de ADN o ARN. Se ha demostrado que los carotenoides inactivan
oxigeno singlete, hidroxilo, perdxidos y otros oxidantes mediante un proceso en el
que se transfiere la energia de altos niveles de dos excitaciones a un triplete del
carotenoide. Este puede volver al estado basal liberando calor o modificando la

molécula basal (Meléndez et al., 2017).

Figura 2. Estructura de carotenoide (betacaroteno) (tomado de Meléndez et al.,2017).

3.1.4.2. Clasificacion de los carotenoides.

Los carotenoides se dividen en dos grandes grupos, los carotenos y las xantdfilas (Fig. 3)

(Armstrong & Hearst, 1996). Los primeros contienen carbono e hidrégeno en sus
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moléculas. Los pigmentos B-caroteno, a-caroteno, licopeno y criptoxantina se
encuentran principalmente en microalgas y macroalgas, asi como en vegetales
terrestres: zanahorias, papayas, melones y naranjas, entre otros. En contraste, las
xantdfilas estan compuestas por carbono, hidrégeno y, adicionalmente, por lo menos un
atomo de oxigeno. Algunos ejemplos son la luteina, zeaxantina, capsantina y astaxantina,
pigmentos que le dan la coloracién amarillenta, roja y anaranjada a las algas, bacterias 'y

plantas superiores, como el pimiento rojo y el ardndano, entre otros.

B CAROTENO

L »
CAROTEMNOS LICOPEND

CAROTENOIDE

XANTOFILAS — | LUTEINA

Figura 3. Clasificacion de los carotenoides (tomado de Armstrong y Hearst, 1996)

Los factores que influyen en la presencia de carotenoides son el manejo pre cosecha,
estado de madurez, asi como las operaciones de procesado y conservacion. Entre
éstos la temperatura e intensidad de la luz tienen una gran influencia en el contenido
de los carotenoides. Durante el procesamiento y almacenamiento la oxidacion y los
cambios estructurales al aplicar calor son los principales factores que los alteran. El
empacado de alimentos congelados y esterilizados en atmdsferas libres de oxigeno
ayuda a mantener el contenido de carotenoides. Sin embargo, el tipo de suelo, riego
y fertilizacion no afectan significativamente el contenido de éstos (Sanchez et al.,

1999).
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3.1.5. Fotoperiodo

El fotoperiodo (tiempo de exposicion a la luz y oscuridad) tiene efecto sobre los ciclos
de vida y actividades metabolicas de las microalgas tanto en cultivo como en la
naturaleza (Humprey, 1979). En condiciones naturales, la mayoria de las algas se
establecen en periodos alternos de luz/oscuridad, sin embargo, en la mayoria de los
laboratorios de microalgas se mantienen iluminacion constante en los cultivos al
interior, debido a que se favorece la division celular en ciertas microalgas como las
diatomeas; cuando se llega a utilizar los ciclos luz/oscuridad, es con el fin de simular

las condiciones naturales o la de sincronizar los cultivos (Humprey, 1979).

3.2. Antecedentes
Las investigaciones llevadas a cabo con las microalgas del género de Tetraselmis son

muy variadas, pero se han centrado principalmente en el crecimiento o en la
produccion de lipidos como se puede evidenciar en el estudio realizado por Zevallos
(2018), quien evalu6 la influencia del fotoperiodo en Tetraselmis striata
(Chlorodendraceae) en sistema de cultivo bentdnico, aplicando diferentes
fotoperiodos: 12:12, 16:8, 18:6 y 24:0 horas de luz - oscuridad. Los resultados sobre
la estimacion de la tasa de crecimiento especifico evaluada por el efecto de la
exposicion luminica sobre el cultivo de T. striata a 24, 16, 12 y 8 h de luz, demostraron
que las mayores tasas especificas de crecimiento se obtuvieron a las 24 h de

exposicion a la luz con un valor de 0,44 dia™.

Son muy pocas las investigaciones que se han centrado en el estudio de la produccién de

carotenoides totales a partir de la microalga Tetraselmis gracilis, sin embargo, hay
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algunas como la realizada por Gorgonio et al. (2013), quienes evaluaron aspectos
morfoldgicos y quimicos de tres diferentes microalgas entre las que estaba
Tetraselmis gracilis, utilizando el medio Guillard y fotoperiodo constante, teniendo
como resultados cambios en el volumen celular de las células de esta microalga y una

alta produccion de carotenoides totales en Tetraselmis gracilis.

Ademas de estudiar el efecto de la variable fotoperiodo también se han realizado
estudios donde se ha buscado el posible potencial de efectividad en el crecimiento de
otros medios de cultivo como se puede evidenciar en la investigacion realizado por
Silva et al. (2011). Su investigacion se basé en la determinacion del crecimiento de
Tetraselmis Suecia, utilizando como medio agua de mar con sanguaza. Al comparar
los resultados del crecimiento de la microalga en los medios tradicionales como
Guillard, se determin6 que los valores obtenidos con el medio de cultivo
sanguaza/agua de mar, superaron al medio de cultivo tradicionalmente usado,
demostrando asi la potencialidad de uso del medio sanguaza/agua de mar en estudios
escalables a nivel piloto de produccién de Tetraselmis suecica, con miras a la

produccion de biodiesel.

Ademas del estudio del crecimiento y produccion de metabolitos, otros autores han
incluido posibles cambios morfoldgicos ocasionados por diferentes variables, como
lo demostré Quevedo et al. (2008), quienes en su investigacion con la microalga
Scenedesmus sp sometidas a diferentes medios de cultivo para la produccién de
proteina microalgal, incluyeron un analisis del polimorfismo que presenta la
microalga en cada medio de cultivo, evidenciando cambios morfologicos de la

especie, incluso entre colonias con el mismo nimero de células.
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Otra de las investigaciones relacionadas con cambios en la morfologia de las células
ha sido la realizada por Borges et al. (2010), quienes cultivaron diez especies de
microalgas marinas, dentro de las cuales se encontraba Tetraselmis gracilis. Estos
autores Compararon el crecimiento y la composicion quimica que presentaron cada
una de las microalgas; en los resultados observaron diferencias en la velocidad de
crecimiento, con especies mas pequefias que crecen mas rapido que las microalgas de
mayor tamafo. Para el caso de Tetraselmis gracilis, esta presentd aumento en el

volumen celular comparado con las demas microalgas.

Por otro lado, diferentes autores han trabajado con especies de microalgas, de las
cuales ya se conoce su capacidad de producir metabolitos. Buscando potencializar
esta caracteristica, Nifio et al. (2017), enfocaron su estudio en determinar el mejor
medio de cultivo y las condiciones 6ptimas para el crecimiento y la produccién de
astaxantina a partir de Haematococcus pluvialis, teniendo en cuenta la influencia de
diferentes factores como el pH, temperatura, agitacion, aireacion, CO2 e iluminacion,
que favorecen el crecimiento celular, al darle un ambiente éptimo a la microalga, mas
la utilizacion de tres medios de cultivos, determinando asi que las variables
mencionadas tienen gran influencia, tanto en crecimiento poblacional, como en

produccién de pigmentos.

5. Materiales y métodos

5.1. Area de Estudio

Este trabajo de investigacion se realizo en los laboratorios del Departamento de
Biologia y el Centro de Investigaciones Piscicola de la Universidad de Cérdoba

CINPIC, ubicado en Monteria - Cérdoba, cuyas coordenadas geograficas son
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Latitud Norte: 8° 47’ 16.01” Longitud Oeste: 75° 51’ 28.08"” Oeste (Fig. 4), a una

altitud de 18 metros sobre el nivel del mar y precipitacion promedio 1230 mm

anuales.
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Figura 4. Ubicacidn de la Universidad de Cérdoba (Aldana, 2020).

5.2. Condiciones de trabajo

La cepa inicial fue suministrada por el semillero de investigacion de Planctologia

la Universidad de Cordoba. Se inocularon muestras en tubos de ensayo utilizando
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5 mL de medio /2 Guillard al 25% de salinidad, se realizaron conteos en camara

Neubauer cada 48 horas y con agitacién manual diaria, hasta obtener una densidad

celular éptima para la posterior siembra. Todos los tratamientos fueron mantenidos

bajo las mismas condiciones de temperatura a 28°C.

5.3. Preparacion del medio de cultivo

Tetraselmis gracilis fue cultivada f/2 Guillard a 25 % de salinidad. Este medio se

prepard segun lo propuesto por Guillard (1973) (Tabla 1), modificado segun los

requerimientos.

Tabla 1. Componentes del medio /2 Guillard (1995)

1. Nutrientes mayores
Nitrato de sodio

Fosfato de sodio monobasico
Silicato de sodio metasoluble

2. Metales traza
Edta disodico

Cloruro férrico

sulfato cuprico

Sulfato de zinc

Cloruro de cobalto
Cloruro de manganeso
Molibdato de sodio

3. Vitaminas

Tiamina hidroclorhidrica
Biotina
Cianocobalamina(Bi2)

Férmula
NaNO3
NaH2PO4.H,0

Na»2Si03.9H,0

C10H14N2Na20s.

2H20

FeClz.6H.0
CuS04.5H,0
ZnS04.7H20
CoCl2.6H.0
MnCI2.4H,0
Na;Mo004.2H20

C12H27CIN4os
C10H16N203S
Ce3HgsCoON14P

Cantidad en 1 litro de agua de
mar
75 mg

5 mg

15-30 mg

4.36 mg

3.15mg
0.01 mg
0.022 mg
0.01 mg
0.18 mg
0.006 mg

0.1 mg

0.5 ug
0.5 ug

5.4. Montaje del experimento

El experimento estuvo constituido por tres tratamientos, uno control con



fotoperiodo 24:0, fotoperiodo 8:16, y 12:12, cada uno con tres replicas, para un
total de nueve unidades experimentales (Fig. 5). En cada frasco de 250 mL, fue
sembrado un mismo inoculo (2mL), en fase exponencial, donde la concentracion

fue previamente determinada (15320 cel/mL de Tetraselmis gracilis).

Se sembrdé un volumen de 150 mL de medio F/2 Guillard en condiciones
controladas de temperatura °C, PH y fotoperiodo 8:16, 12:12, no olvidando el
tratamiento control (24:0). El fotoperiodo se control6 mediante un temporizador

marca Master Clear.

Figura 5. Unidades experimentales del cultivo de Tetraselmis gracilis

5.5. Determinacion del crecimiento poblacional

Los conteos se realizaron durante 480 horas (20 dias), puesto que al realizar el pre
ensayo correspondiente se pudo conocer el tiempo de las diferentes fases de
crecimiento del cultivo de T. gracilis, y el tiempo requerido para llegar a la fase

final, donde no se observd mas crecimiento del cultivo sino declinacién. Estos
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conteos se realizaron cada 48 horas desde el inicio del cultivo, utilizando la cAmara
de Neubauer de 0,1 mm de profundidad (Fig. 6) y un microscopio 6ptico marca
Olympus. Se graficaron las curvas de crecimiento poblacional, se calculd la tasa de
crecimiento especifico (n) y el tiempo de duplicacion diaria (TD), segun las

siguientes ecuaciones propuestas por Guillard (1973):

ln(Nf/No) In(2)
= —J - TD =
Tf—To M

No = NUmero inicial de células
Nt = Numero final de células
T, = tiempo inicial

T¢ = tiempo final

| = Constante de crecimiento

e Densidad celular

Numero de células /mL = (Numero de células en 0,1 mm?) (10000)

Cuadricula vista desde el microscopio

Figura 6. Representacién esquematica del conteo en cdmara Neubauer (Tomado y modificado
de Gonzélez, 2019)

5.6. Determinacién de carotenos

Para la extraccion de carotenos se utilizo el protocolo de Garcia (2012) usando



una mezcla de acetona: metanol 2:1 (v/v) y se cuantificd por espectrofotometria.
Se procedi6 a centrifugar 5 mL de biomasa de cada uno de los tratamientos a 3000
pm por 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y se afiadiéo 5 mL de solvente al
pellet resultante, se guardo en congelacion durante 24 horas a 4°C para una

completa extraccion.

Transcurridas las 24h se centrifugd la muestra a 3000 rpm por 5 minutos, se
obtuvo un sobrenadante el cual fue utilizado para la lectura a través de un
espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10vis a longitudes de onda: de 480
nm (carotenos). La longitud de onda de los carotenoides es muy variada desde 430
a 480 nm (betacaroteno es de 478 nm y alfa caroteno 473 nm) (Davies, 1976). El
blanco utilizado fue la mezcla del solvente. Para la cuantificacion total de los
carotenoides totales se utilizo la curva de calibracion con su respectiva ecuacion
realizada en Excel. Algunas fases del procedimiento se pueden observar en la (fig.

7).
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Figura 7. Proceso de lectura de carotenoides. A) Cultivo Tetraselmis, B) Muestras para procesar,

C) Adicion de alicuota para lectura en espectrofotometro, D) Lectura.

5.7. Morfologia

El volumen celular de la microalga de Tetraselmis gracilis se determind segun lo
propuesto por Hillebrand et al. (1999). Se tom6 la muestra en un porta objeto, y se llevd
al microscopio para la toma de fotografias (Fig. 8) utilizando un equipo Leica dm 500 con
camara fotografica incorporada Leica ICC50W, proporcionado por el laboratorio del
Centro de Investigacion Piscicola (CINPIC). Para las mediciones se utilizé un software
encargado del procesamiento de imagenes cell ~ B Image (3.0). Para obtener las
mediciones de volumen (m®) se midieron 25 células por réplica del tratamiento en cada

fase de crecimiento. Para el procesamiento de los datos obtenidos de las mediciones
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celulares, se asumio la forma de célula elipsoide segun las observaciones realizadas, y los
modelos de Hillebrand et al. (1999) para esta especie, y se usd la ecuacion
correspondiente.

V =(n/6)-d2-h

Ddénde: V = volumen celular; m = 3.14; d = didmetro de la célula; h = altura de la célula.

Figura 8 Montaje para la medicion de células de Tetraselmis gracilis. A) Montaje de la muestra
B) Observacién de Células, C) Utilizacidn del software, D) Células con sus respectivas medidas.

5.7. Andlisis estadisticos

Los datos registrados fueron tabulados en hojas de célculo de Microsoft Excel
2019, para luego ser procesados en el programa estadistico Statgraphics Centurion
16.103 version espafiol. Se realizaron los supuestos de normalidad para las
variables de densidad celular y contenido de carotenoides, haciendo una
comprobacion de lanormalidad de los datos y homocedasticidad de sus varianzas

(prueba de Shapiro-Will y test de Bartlett).

Posteriormente se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una via con un



nivel de significancia de 0.05, para determinar si existian diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos con fotoperiodos (8:16, 12:12) y el cultivo control
con luz constante , también se utilizo el software estadistico R Project Version
1.0.153., para los analisis estadisticos de los parametros de crecimiento (tasa de
crecimiento especifico y tiempo de duplicacion), para verificar si existian

diferencias significativas entre los tratamientos.

6. Resultados

La microalga Tetraselmis gracilis crecio en los diferentes fotoperiodos, estos se
mantuvieron en igualdad de condiciones de temperatura y exposicién luminica
(45w); como se ha demostrado en otras investigaciones, microalgas del género
Tetraselmis tienen la capacidad de crecer bajo diferentes condiciones de luz e
incluso en diferentes medios de cultivo, siempre y cuando se mantenga la
temperatura (Hernandez & Velasco, 2014).

6.1. Determinacion del crecimiento poblacional de Tetraselmis gracilis.

La densidad celular de Tetraselmis gracilis fue evaluada en tres tratamientos de
fotoperiodo 8:16, 12:12 y 24:0, tomando este ultimo como el control, fueron
sembrados con un inoculo inicial de 15,320 cel/mL? en promedio. Los distintos
tratamientos alcanzaron su fase estacionaria a las 288 horas. En la figura 9, se puede
observar la curva de crecimiento de Tetraselmis gracilis. La densidad celular de
Tetraselmis desde las 48 horas hasta las 288, mostrd variaciones entre un
tratamiento y otro (Tabla 2), el mayor promedio de células lo presento el

fotoperiodo 24:0 en el trascurso de las 240 — 288 horas, lo cual corresponde al final
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de la fase exponencial e inicio de la fase estacionaria, ya desde esta fase el tramiento

8:16 alcanza un maximo de 597,958 cel/mL™; manteniendo los mayores valores

hasta la fase final de crecimiento.

Fotoperiodo 8:16 === Fotoperiodo 12:12 Fotoperiodo 24:0

700,0000
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-
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£

=
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Oh 48h 96h 144h 192h 240h 288h 336h 384h 432h 480h

Tiempo (h)

n NnNnNnN

Figura 9. Curvas de crecimiento poblacional de la microalga Tetraselmis gracilis sometida a
condiciones de fotoperiodos 8:16, 12:12 y 24:0.
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Tabla 2. Valores promedio de densidad celular (cel/ mL™) en un periodo de 480 horas.

Horas Fotoperiodo 8:16 Fotoperiodo 12:12 Fotoperiodo 24:0

0 15320 15320 15320
48 34969 22813 18750
96 55729 125063 47167
144 254667 166313 198833
192 336208 324417 265,00
240 422500 439354 465625
288 570521 494583 597958
336 581279 470708 555208
384 529146 506667 515000
432 568333 461667 515500
480 449167 383583 416833

6.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion

Los parametros cinéticos de crecimiento, evidencian los cambios especificos en la
velocidad y la divisién celular por la exposicién a los diferentes tratamientos
(fotoperiodos) en funcidn del tiempo. Tanto la tasa de crecimiento como el tiempo
de duplicacion, fueron estimados a partir de las 96 horas hasta un periodo de 480
horas, como se muestra en la Tabla 3, debido a que en las primeras horas del cultivo

la microalga se encontraba en fase de adaptacion.

Tetraselmis gracilis presentd una tasa de crecimiento especifico y duplicacién
diaria muy similar entre los diferentes tratamientos como se puede identificar en
la tabla 3, al realizar los supuestos para evaluar la normalidad para los diferentes
fotoperiodos se pudo determinar que estos seguian una distribucion normal, se

realiz6 un Analisis de Varianza de una Via (ANOVA) , el cual arrojé que no se
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presentaban diferencias significativas entre los tratamientos con un p - valor de

0,9003, y un 95% de confianza (Anexo 1).

Sin embargo, al realizar los analisis estadisticos para la tasa de crecimiento
especifico este arroj0 que existian diferencias significativas entre los

tratamientos entre las 432 y 480 horas del cultivo (Anexo 2).
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Tabla 3. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion del medio de cultivo de Tetraselmis gracilis en los

3 diferentes fotoperiodos. + representa la desviacion estandar.

k (dia?)

Horas Fotoperiodo 8:16 Fotoperiodo 12:12  Fotoperiodo 24:0
96 3,618+0,781 4,156+1,223 3,823+0,823
144 5,367+ 0,495 5,065+0,264 5,270+0,127
192 5,776+0,355 5,745+0,234 5,565+0,321
240 6,004+0,132 6,053+0,223 6,126+0,147
288 6,249+0,078 6,167+0,260 6,377+0,159
336 6,373+0,219 6,130+0,198 6,310+0,021
384 6,338+0,3174 6,220+0,239 6,252+0,149
432 6,336+0,153 6,128+0,234 6,238+0,321
480 6,101+0,234 5,943+0,457 6,133+0,322

Td (div/dia?)
96 0,197+0,036 0,176+0,043 0,181+0,003
144 0,130+0,011 0,137+0,007 0,132+0,002
192 0,120+0,007 0,121+0,005 0,125+0,002
240 0,115+0,002 0,115+0,004 0,113+0,003
288 0,111+0,001 0,113+0,005 0,109+0,001
336 0,109+0,004 0,113+0,004 0,110+0,002
384 0,110+0,006 0,111+0,034 0,111+0,001
432 0,109+0,007 0,113+0,037 0,111+0,010
480 0,114+0,012 0,117+0,033 0,113+0,003




6.3. Estimacion de la Concentracion de Carotenoides en Tetraselmis gracilis

La tendencia de concentracion de carotenoides totales fue mayor en la fase
exponencial de los tratamientos con fotoperiodo 8:16 y 12:12 con valores de 5,004 g
mL? y 2,957 ug mL? respectivamente, mientras que en el tratamiento control la
mayor concentracion se presentd en la fase estacionaria (figura 10).

Los resultados indican que la cantidad de carotenoides fue dependiente del suministro
de la exposicion luminica, ya que a medida que aumentaban las horas luz en el
fotoperiodo, asi mismo, se increment6 la produccion de pigmentos en fase

exponencial y en la fase final del cultivo.

6,000
5,000
4,000

3,000

2,000
- im I 1 B

8:16 12:12 24:0
Fotoperiodos

Carotenoides totales (ug mL?)

H Fase exponencial M Fase estacionaria M Fase final

Figura 10. Produccion de carotenoides totales por fase de crecimiento celular en Tetraselmis gracilis
sometida a diferentes fotoperiodos.

Después de realizar los supuestos para evaluar la normalidad de la concentracion
de carotenoides totales se obtuvieron valores de P-Valor > 0,05 indicando que los
datos seguian una distribucién normal, es decir que los datos se pueden modelar de

forma simétrica , se realiz6 un ANOVA de Fisher para determinar si existian
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diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, encontrando como
resultado con un 95% de confianza de que existian diferencias significativas en la
concentracion de carotenoides totales entre los tratamientos (Anexo 3).

6.4. Morfologia de Tetraselmis gracilis

La microalga Tetraselmis gracilis sometida a diferentes fotoperiodos presentd
diferencias en los tamafios en los tres tratamientos y diferentes fases del
crecimiento (Fig. 11). La longitud celular fue mayor en el tratamiento control, es
decir, se encontraron células mas largas al compararlas con los demas tratamientos
durante la etapa estacionaria y final del cultivo (Tabla. 4). EI didmetro adquirido
por las células también present6 un comportamiento similar en la fase estacionaria
y final del ensayo, puesto que este aumentd a medida que la exposicion de horas se
incrementaba en los tratamientos. Sin embargo, para una mayor comprension e
interpretacion de estas variaciones, fue hallado el volumen celular (um?®)
debido a que este agrupa las medidas anteriores permitiendo abarcar una

forma de dimensién mas real de las células.

Tabla 4. Descripcidén del tamafo promedio de las células de las microalgas en los diferentes
fotoperiodos y fases de crecimiento del cultivo.
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Fotoperiodo Fase exponencial Fase estacionaria Fase final
Longitud Ancho Longitud Ancho Longitud Ancho
9,95 +1,00) 8,66 (+0,94) 8,17 (+0,44) 7,42 (x0,38) 8,46 (+0,45) 7,68 (+0,50)
9,95(+1,02) 8,66 (+0,97) 8,45+ (0,48)  7,91(x0,53) 8,66 (x0,51) 8,09 (£0,56)

9,44 (+1,41) 7,916 (+1,46) 9,64 (+1,05) 9,15 (+1,13) 10,05 (+1,49) 9,44 (+1,56)




Figura 11. Mediciones celulares de Tetraselmis gracilis en las diferentes fases del crecimientoy
fotoperiodos. 1 fase exponencial, 2 fase estacionaria y 3 fase final, (A, B, C) y fotoperiodos 8:16,
12:12 y 24:0 respectivamente. Fotografia: Gomez y Pérez, 2019.

Los fotoperiodos 8:16 y 12:12 presentaron los mayores volimenes celulares en la
fase exponencial, a diferencia del fotoperiodo 24:0 el cual presentd un
comportamiento totalmente diferente a los otros dos tratamientos d transcurrir las

fases del cultivo (Fig. 12).
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. Figura 12. Volumen celular de las células de Tetraselmis gracilis en las diferentes fases de crecimiento

7. Discusion

7.1. Crecimiento Poblacional

El crecimiento en las microalgas en algunos casos se ve afectado por diferentes
variables como es el caso del fotoperiodo donde algunas microalgas presentan
mayor crecimiento que otras, en este estudio se pudo demostrar que el
sometimiento a fotoperiodos influyd en el crecimiento de la microalga
Tetraselmis gracilis la cual obtuvo una tasa de crecimiento especifico alta en los
diferentes tratamiento solo se pudo identificar diferencias significativas entre los
tratamientos en las horas 432 y 480 horas del cultivo (Anexo 2), mientras que
en las demas horas no, ya que el comportamiento entre estos tratamiento fue
similar. Este resultado difiere con Zevallos (2018) quien en sus resultados
obtuvieron una tasa de crecimiento especifico mayor con luz constante en un

cultivo bentdnico de la microalga Tetraselmis striata. Pero concuerdan que la
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variable de fotoperiodo es indispensable para el adecuado crecimiento y
realizacion de sus funciones fisioldgicas de las microalgas. Como se puede
ratificar con Molina et al. (1996) quienes en sus resultados demostraron que la
luz debe ser suministrada continuamente porque representa la fuente de energia
para la fotosintesis e influye directamente en el crecimiento y metabolismo

microalgal.

Asi mismo, los resultados pueden ser comparados con la investigacion que
realizé Humprey (1979), quien a partir del estudio del crecimiento de diferentes
microalgas entre esas T. striata, determind que la intensidad luminosa como la
longitud de onda y el fotoperiodo afectan al crecimiento y metabolismo
microalgal, ya que cuando crecieron en un ciclo 12 h luz: 12 h oscuridad
comparado con cultivos expuestos a iluminacién continua quedo evidenciado
que la iluminacién continua favorecié el crecimiento.

7.2. Concentracion de Carotenoides

El fotoperiodo tuvo una incidencia significativa en la concentracion de
carotenoides totales en Tetraselmis gracilis en los distintos tratamientos, se pudo
evidenciar que el fotoperiodo 8:16 presentd la mayor concentracion de
carotenoides totales en la fase exponencial o de crecimiento, seguido por los
fotoperiodos 12:12 y 24:0, demostrando que en esta fase la microalgas disponen
de energia para la produccion de metabolitos secundarios, los resultados de esta
investigacion presentan similitud con la realizada por Gorgonio et al. (2013)
quienes obtuvieron una produccion de carotenoides por parte de Tetraselmis

gracilis de 2,29 pg mL? sus resultados concuerdan con los obtenidos en este
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estudio en la terminacion de la fase exponencial de los fotoperiodos 12:12 y 24:0.

El estrés que ocasiono los fotoperiodos prolongados a los que fue sometida la
microalga, afectd la concentracion de pigmentos en Tetraselmis gracilis ya que al
estar sometida a un tiempo de més horas luz esta redujo su concentracion de
pigmentos por el estrés ocasionado. Este efecto concuerda con los resultados
obtenidos por Mora et al. (2004) quienes indicaron que las células de microalgas
del Chlorella sp a bajas intensidades luminicas incrementaron la concentracion de
clorofila de forma significativa en comparacién a cuando fueron expuestas a

intensidades luminicas altas.

Por otra parte, los resultados obtenidos coinciden con la investigacion realizada
por Loreto et al. (2003), quienes evaluaron la produccion de pigmentos y proteinas
en un organismo con caracteristicas diferentes pero demostrando asi que al ser
autotrofos pueden presentan algunas similitudes en sus procesos fisiologicos
dando resultados como los que obtuvieron con la cianobacteria Anabaena en
relacion a la irradiacion obteniendo valores significativos en los resultados en la
concentracion de carotenos en fase estacionaria, En este estudio dos de los
tratamientos obtuvieron valores elevados entre el final de la fase exponencial y
comienzo de la fase estacionaria.

La adaptacion de las microalgas a variaciones extremas en la intensidad de luz, es
decir, a luz y sombra, es un fendmeno muy conocido y caracterizado por cambios
en el contenido intracelular de pigmentos, generalmente acompafados en cambios
en la respuesta fotosintética y en la composicion bioquimica (Abalde et al., 1995).

Soeder & Stengel (1974) distinguen dos tipos de reacciones adaptativas. La mas
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frecuente caracterizada por una relacion inversa entre la intensidad de luz a la que
estd expuesta el alga y su contenido en pigmentos. El otro tipo, muestra una
relacion directa entre la intensidad de luz a la que estd expuesta el alga y las
actividades o concentraciones de pigmentos. En esta investigacion al analizar los
resultaos se pudo observar que Tetraselmis gracilis presenta una relacion directa
entre el contenido de pigmentos y el aumento de las horas luz en la fase
exponencial y final del cultivo.

7.3. Cambios Morfoldgicos

El volumen de las células expuestas a un fotoperiodo de luz constante presento un
comportamiento totalmente distinto a los demas fotoperiodos 8:16 y 12:12, ya que
se observo un aumento de volumen celular al transcurrir las fases del cultivo, es
decir, las células aumentaban de tamafio; en los otros dos fotoperiodos los mayores
volumenes celulares se presentaron en la fase exponencial, resultados que no
coinciden con la investigacion de Gorgonio et al. (2013). Ellos utilizaron la
microalga Tetraselmis gracilis, el mismo medio y fotoperiodo 24:0 reportando
medidas celulares muy diferentes a las obtenidas en la investigacion en los
diferentes tratamientos. Al compara los resultados del fotoperiodo de luz constante
de las dos investigaciones, se refleja que hay una gran diferencia ya que en los
resultados de esta investigacion se obtuvo un promedio de longitud inferior al
obtenido en la investigacion de estos investigadores. Con respecto a valores
referente al ancho celular, si fueron semejantes. Todas estas diferencias pueden
haberse presentado posiblemente ya que el espacio en el que se cultivaron las
microalgas, ya que en este en este estudio se trabajé con 150 mL y los autores con

volumenes de 20L.
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Los volimenes alcanzados por los otros dos tratamientos se asemejan mas a los
reportados por otros autores como la investigacion de Borges et al. (2010) quienes
utilizaron fotoperiodos iguales a 8:16 y 12:12 ratificando de esta manera que las
microalgas sometidas a largos periodos de incidencia de luz afectan su morfologia,
como se pueden ver en el aumento de su tamafio celular lo cual no sucede con

fotoperiodos intermitentes.

8. Conclusiones

El tratamiento con fotoperiodo 8:16 mostré mejores valores de densidad celular al
final de la fase del cultivo.

Los parametros cinéticos de crecimiento, evidenciaron que no se presentaron
cambios especificos en la velocidad y la division celular de la microalga durante
las fases de crecimiento del cultivo sometida a los diferentes fotoperiodos ya que

los valores fueron similares entre ellos.

La produccién de carotenoides en la microalga Tetraselmis gracilis fue mayor en
el fotoperiodo 8:16 en la etapa de crecimiento exponencial comprobando asi que
es el fotoperiodo ideal para la produccidn de metabolitos secundarios, ya que es un

equilibrio entre luz y oscuridad y por ende no genera un estrés a la microalga.

Los cambios morfol6gicos que se presentaron fue el aumento del volumen celular
de las células de Tetraselmis gracilis en aquellos fotoperiodos con mayor

intensidad de luz como fue el 24:0, seguido del 12:12.

Los resultados de este trabajo son un aporte para la informacion acerca del efecto

de factores fisicos como lo es la luz sobre las microalgas, ademas, contribuye
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informacidn acerca del potencial en produccién de carotenoides por parte de la

especie Tetraselmis gracilis.

9. Recomendaciones
Determinar si se obtienen resultados similares o iguales en otros medios de cultivos tanto

organico, como inorganicos.

Incluir méas variables a analizar como la agitacion constante del medio para

mantener las células en movimiento.

Realizar el mismo montaje a mayor escala para determinar si los valores de

carotenoides obtenidos son suficientes para una produccién industrial

Ejecutar el mismo experimento, pero con otras especies del género de Tetraselmis

para determinar si en este grupo se da el mismo comportamiento.

Buscar alternativas de extraccion de metabolitos en las microalgas de forma

organica para afectar menos el medio ambiente.
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Anexo 1.
Analisis para crecimiento

11. Anexos

Pruebas de Normalidad para FOTOPERIODO 8 16

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,866809

0,0878098

El StatAdvisor
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Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si FOTOPERIODO 8_16 puede
modelarse adecuadamente con una distribucién normal. La prueba de Shapiro-Wilk esta basada en la comparacion de
los cuartiles de la distribucién normal ajustada a los datos.

Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0,05

que FOTOPERIODO 8_16 proviene de una distribucion normal con 95% de confianza.

Histograma para FOTOPERIODO 8_16
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Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0,05, no se puede rechazar la idea de
que FOTOPERIODO 12_12 proviene de una distribucién normal con 95% de confianza.
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Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si FOTOPERIODO 24_0 puede
modelarse adecuadamente con una distribucién normal. La prueba de Shapiro-Wilk esta basada en la comparacion de
los cuartiles de la distribucién normal ajustada a los datos.

Debido a que el valor-P méas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0,05, no se puede rechazar la idea de
que FOTOPERIODO 24_0 proviene de una distribuciéon normal con 95% de confianza.
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Los estadisticos mostrados en esta tabla evallan la hip6tesis nula de que las desviaciones estandar dentro de cada una de

las 3 columnas son iguales. De particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no

existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores por debajo
de 0.05, de los cuales hay 0, indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de

signifiacion.

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 8297,15 2 4148,57 0,11 0,9003
Intra grupos 1,06203E6 27 [39334,3

Total (Corr.) |1,07032E6 29




respuesta

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0,10547, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0,05, no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un nivel del 95,0% de confianza.

ANOVA Grafico para FOTOPERIODO 8_16
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FOTOPERIODO 8_16 - FOTOPERIODO 24 0
FOTOPERIODO 12_12 - FOTOPERIODO 24 0
* indica una diferencia significativa.

20,6145
-20,1206

181,988
181,988

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95,0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente
diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Anexo 2.
Analisis estadistico para la tasa de crecimiento especifico entre tratamientos en R.

Tiempo Fc valor_p Alfa Resultados
96 horas 0.4194 0.740483585 0.05 No Significativo
144 horas 0.8929 0.4560988141 0.05 No Significativo
192 horas 0.8468 0.479979235 0.05 No Significativo
240 horas 0.5596 0.646099539 0.05 No Significativo
288 horas 1.4975 0.236793333 0.05 No Significativo
336 horas 2.1320 0.118613246 0.05 No Significativo
384 horas 0.3209 0.810173000 0.05 No Significativo
432 horas 120386.2704 0.000000000 0.05 Significativo
480 horas 8.2494 0.000433933 0.05 Significativo
Anexo 3.

Analisis para carotenoides totales

Pruebas de Normalidad para TOTAL CAROTENOS 8 16
Prueba Estadistico |Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,956388 0,753681

El StatAdvisor

Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si TOTAL CAROTENOS 8_16
puede modelarse adecuadamente con una distribucién normal. La prueba de Shapiro-Wilk esta basada en la
comparacion de los cuartiles de la distribucion normal ajustada a los datos.

Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0,05, no se puede rechazar la idea de
que TOTAL CAROTENOS 8_16 proviene de una distribucién normal con 95% de confianza.



Histograma para TOTAL CAROTENOS 8_16
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0,900245

0,249107

El StatAdvisor

Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si TOTAL CAROTENOS 12_12

Distribucion
— Normal

puede modelarse adecuadamente con una distribucion normal. La prueba de Shapiro-Wilk esté4 basada en la

comparacion de los cuartiles de la distribucion normal ajustada a los datos.
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Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a 0,05, no se puede rechazar la idea de
que TOTAL CAROTENOS 12_12 proviene de una distribucién normal con 95% de confianza.



Histograma para TOTAL CAROTENOS 12_12
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0,98869

0,992548

El StatAdvisor

Esta ventana muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para determinar si TOTAL CAROTENOS 24 0

o
4,

Distribucion
— Normal

puede modelarse adecuadamente con una distribucion normal. La prueba de Shapiro-Wilk esté4 basada en la
comparacion de los cuartiles de la distribucion normal ajustada a los datos.
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Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor ¢ igual a 0,05, no se puede rechazar la idea de
que TOTAL CAROTENOS 24 _0 proviene de una distribuciéon normal con 95% de confianza.



Histograma para TOTAL CAROTENOS 24_0
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Verificacion de Varianza
Prueba Valor-P
de Bartlett |1,14142 (0,222298
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio  |P-Valor
TOTAL CAROTENOS 8 16 / TOTAL CAROTENOS 12 12 1,0548 0,952663 |[1,22592 [0,7803
TOTAL CAROTENOS 8 16 / TOTAL CAROTENOS 24 0 1,0548 0,55987 3,5495 0,0920
TOTAL CAROTENOS 12 12/ TOTAL CAROTENOS 24 0 0,952663 |0,55987 2,89537 10,1538

El StatAdvisor

Los estadisticos mostrados en esta tabla evaltan la hip6tesis nula de que las desviaciones estandar dentro de cada una de
las 3 columnas son iguales. De particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores por debajo
de 0.05, de los cuales hay 0, indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de

signifiacion.

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |53,2076 2 26,6038 34,20 0,0000
Intra grupos 18,669 24 10,777876
Total (Corr.) |71,8766 26

El StatAdvisor
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La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 34,2006, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de

Opciones Tabulares.

ANOVA Gréfico para TOTAL CAROTENOS 8_16

'IermlbghRCgTENO $24_0 TOTAL CAROTENOS 12_12

TOTAL CARQTENOS 8_16
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Pruebas de Mdltiple Rangos

Método: 95,0 porcentaje LSD

P = 0,0000

T

TOTAL CAROTENOS 8_16 TOTAL CAROTENOS 12_12 TOTAL CAROTENOS 24_0

Casos |Media Grupos Homogéneos
TOTAL CAROTENOS 24 0 9 1,58778 (X
TOTAL CAROTENOS 12 12 9 2,95678 X
TOTAL CAROTENOS 8 16 9 5,004 X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
TOTAL CAROTENOS 8_16 - TOTAL CAROTENOS 12 12 * 2,04722 0,8581
TOTAL CAROTENOS 8_16 - TOTAL CAROTENOS 24 0 * 3,41622 0,8581
TOTAL CAROTENOS 12 12 - TOTAL CAROTENOS 24 0 * 1,369 0,8581

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos
homogeéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del
5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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