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RESUMEN

Se llevo un estudio para evaluar el efecto de la concentraciéon de hierro en el crecimiento (densidad y volumen
celular) y tamano celular de la microalga marina Chaetoceros muelleri cultivada en condiciones de laboratorio Se
utiliz6 un disefio experimental simple en un arreglo completamente al azar con cuatro repeticiones por
tratamiento. Se probaron 8 tratamientos consistentes en 7 diferentes concentraciones de hierro mas la adicién de
EDTA en uno de ellos (162, 325, 650, 650 + EDTA, 1300, 2600 y 5200 ppmil) y un tratamiento control. Las
microalgas se dejaron crecer por 7 dias bajo condiciones constantes de luz y temperatura y se midi6 la
concentracion (densidad y volumen) y el tamano celular cada 24 horas. Los resultados obtenidos mostraron que
tanto el exceso como la deficiencia de este metal afectan a Chaetoceros muelleri al reducir su densidad celular. El
1 volumen y tamafo celular no mostraron un patrén definido y en ocasiones fue inverso a la densidad. A
concentraciones moderadamente altas de hierro (1300 y 2600 ppm) se obtuvieron altas densidades celulares al
final del experimento (entre 3. 4 y 4.75 x 10¢ cél mL-!). La longitud y volumen de las células fue mayor en
tratamientos con concentraciones moderadamente altas y excesivas de hierro. El EDTA tuvo un efecto positivo en
el desempefio de las microalgas, sobre todo en la multiplicacion celular, ya que las mayores densidades se
observaron en el tratamiento en donde el quelante fue afiadido.
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ABSTRACT

An experimental study was carried out in the facilities of DICTUS, Hermosillo, Sonora, Mexico, to evaluate the
effect of iron concentration on the growth (cell density and volume) and cell size of the marine microalgae
Chaetoceros muelleri . A single-factor completely randomized experimental design with four replicates per
treatment was used. Eight treatments consisted of 7 different concentrations of iron, plus one of them with the
addition of EDTA (162, 325, 650, 650 + EDTA, 1300, 2600 and 5200 ppt) and a control were evaluated.
Microalgaes were grow-out for 7 days under constant light and temperature conditions. The concentration
(density and volume), and cell size were measured every 24 hours. The results showed that both, the excess as
well as the deficiency of iron affected the development of Chaetoceros muelleri by reducing the density and cell
size. Cell volume and size had not a defined pattern and in some cases was inverse to density. At a moderate iron
concentration (1300 to 2600 ppt), the highest cell densities (around 3 x 10¢ cel mL!) were obtained at the end of
the trial. The greatest volume and cell size were obtained in treatments with a moderate and excessive iron
concentration. EDTA had a positive effect in the microalgae performance, especially in cellular multiplication,
since treatment where the EDTA was added, had the highest cell density.
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son organismos ampliamente

Se puede simular o incluso mejorar las condiciones

utilizadas en la nutricién larvaria de numerosas
especies acuicolas (Merchie, Lavens y Sorgeloos,
1997). De entre las microalgas, las diatomeas, son
las de mayor abundancia en el fitoplancton, las de
mayor interés en acuicultura y tienden a dominar
cuando naturalmente hay altas concentraciones de
nutrientes, asi como en experimentos de
fertilizacion artificial con hierro (Sarthou, et al,
2005).
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naturales donde crecen las microalgas y realizar
su cultivo en condiciones semi-controladas o
totalmente controladas, para lograr de esta forma
obtener de ellas una biomasa tal que permita
usarlas como alimento para organismos acuicolas.
En el caso de los cultivos masivos, es necesario
tomar en cuenta diversos factores que pudieran
afectar de alguna manera el buen desarrollo del
cultivo, como la luz, fuentes de nitrégeno, oxigeno,
fosforo, silicio, metales traza y vitaminas
(Stickney, 2000).
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El hierro es cuantitativamente el metal traza mas
importante para las microalgas (Vymazal, 1990),

juega un papel importante en numerosas
reacciones de oxidacién-reduccion; esta
involucrado en la asimilacion del nitrégeno,

participa también en la sintesis de pigmentos
fotosintéticos (clorofila-a y c-ficocianina) y ademas
juega un papel muy importante en la sintesis del
citocromo (Sulzberger, et al., 1989).

La escasez de hierro puede causar clorosis en las
microalgas (Kudo y Harrison, 1997). También la
limitacién de este micronutriente puede afectar al
fitoplancton reduciendo su tasa de divisiones
diarias (u) y su biomasa (Wilhem, 1995). Por otro
lado, los cultivos pobres en hierro también pueden
causar que las microalgas sean mas sensibles a la
foto inhibicion (Van Oijen, et al., 2004). Pero tal vez
una de las funciones mas importantes que juega el
hierro en el metabolismo celular, es que esta
implicado en la actividad de las enzimas nitrato y
nitrito reductasa ya que es componente de éstas y
de la ferredoxina que es el donador de electrones
para dichas enzimas en los procesos metabolicos
(Kudo & Harrison, 1997). Se ha demostrado que
deficiencias en la concentracién de hierro en
cultivos de microalgas, afectan los procesos
metabdlicos de éstas (Huntsman y Sunda, 1980;
Leynaert, et al, 2004; Lewandowska y
Kosakowska, 2004).

El hierro generalmente s6lo puede ser absorbido
cuando se encuentra como ion libre (Fe***) y esto
es cuando el pH se encuentra entre 5 y 6.5
(Dobermann y Fairhurst, 2000). Si el pH esta por
arriba de 7.5, la disponibilidad del hierro y de otros
metales se ve reducida (Richmond, 1986). Sin
embargo, cuando se adiciona EDTA al medio, éste
tiene la capacidad de mantener al hierro en su
forma soluble y biodisponible para el fitoplancton
(Huntsman y Sunda, 1980). Otra razén por la cual
el hierro puede perder disponibilidad para que las
microalgas lo usen en sus procesos metabdlicos, es
por la presencia de otros metales como el zinc,
manganeso, fosforo y cobre, asi como compuestos
quelantes, que pueden atraparlo y formar
complejos con él, haciéndolo no biodisponible
(Catiizares-Villanueva et al., 2003).

La toxicidad de los metales traza no so6lo depende
de su concentracion, sino también del pH al que se
encuentren y del grado de actividad de los iones
metalicos libres (Martinez-Cordova, 1998;
Kazlauskiena y Mar, 1999; Canizares-Villanueva,
et al., 2003).
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En los sistemas de cultivos de las microalgas, los
bajos niveles de metales traza también pudieran
presentarse al hacer diluciones del agua de mar
con agua dulce, considerando ademas que en los
cultivos masivos finales no se emplean metales
traza en la formulacién del medio f/2.

Por otro lado, se ha observado que debido al uso
constante, desgaste y salinizacion de los pozos
usados para alimentar los estanques donde se
cultivan las microalgas, los metales como el hierro
se concentran llegando a ser téxicos.

Por lo anteriormente expuesto, es importante
conocer las concentraciones oOptimas de los
metales pesados en los medios de cultivo de las
microalgas y evaluar tanto las deficiencias como
los excesos, en especial del hierro que
cuantitativamente es el mas importante.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este experimento se utiliz6 la
microalga marina Chaetoceros muelleri que es
ampliamente usada en la alimentacion de los
camarones peneidos en sus primeras etapas de
desarrollo larvario (Martinez-Cérdova, 1999). Esta
especie se obtuvo del cepario del Departamento de
Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas de la
Universidad de Sonora (DICTUS) donde es
mantenida a condiciones controladas de luz y
temperatura.

Previo a cada uno de los tratamientos, se aclimato
la microalga durante una semana a cada una de
las concentraciones de hierro con que se trabajé.
El agua de mar utilizada fue obtenida de la Unidad
Experimental Kino de la Universidad de Sonora,
que es agua previamente filtrada por carbon
activado, algodoén y filtros de arena.

Se utilizo6 un disefio experimental simple en un

arreglo completamente al azar con cuatro
repeticiones por tratamiento. Las unidades
experimentales fueron matraces de 250 mL

mantenidos bajo las siguientes condiciones de
laboratorio: Iluminacién constante mantenida con
cuatro lamparas de 40 watts, y temperatura
controlada entre 22 y 23°C con acondicionador de
aire de 2400 BTU. Diariamente se midi6o la
temperatura con un termoémetro de mercurio
convencional, la iluminacién con un fotometro
marca Fisher Scientific y el pH con un
potenciometro marca Denver Instrument modelo
215, previa calibracion con amortiguadores de 7 y
10.
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Se evaluaron 8 tratamientos (Tabla 1) consistentes
en 6 concentraciones de hierro, mas una de ellas
con la adicion de EDTA, y un tratamiento control.

Tabla 1. Tratamientos utilizados en los cultivos de
Chaetoceros muelleri con las correspondientes
concentraciones de hierro

TRATAMIENTO CONCENTRACION DE
HIERRO (ppm)
Control 650 + EDTA + metales traza
A 162
B 325
C 650
D 650 + EDTA
E 1300
F 2600
G 5200

El medio control fue el f/2 de Guillard (1975),
mientras que el resto de los tratamientos tuvieron
como base dicho medio en su formulacion excepto
en las concentraciones de hierro, metales traza y
EDTA. Este medio es ampliamente utilizado en el
cultivo de microalgas tanto a nivel experimental
como comercial y contiene todos los nutrientes
necesarios para el buen desarrollo de las
microalgas (nitratos, sulfatos, silicatos, EDTA
como quelante, los metales traza hierro, cobre,
zinc, manganeso, molibdeno y vitaminas). Para los
tratamientos experimentales se anadi6 el hierro en
forma de cloruro férrico (FeCls'6H.0) hasta las
concentraciones deseadas.

Los experimentos se iniciaron con una
concentracion de 2 x 105 cel mL-! y tuvieron una
duracién de 7 dias en un sistema estatico. Este
tiempo de cultivo se consideré suficiente ya que
dada la rapida duplicacion de esta microalga, en
un tiempo de 7 dias se alcanzan a tener hasta 6-8
divisiones celulares, lo cual es representativo de su
desempeno en las condiciones experimentales.

Para la evaluacion de la densidad celular, las
muestras se tomaron cada 24 horas de cada
matraz, después se fijaron con lugol y se
almacenaron en ambiente oscuro para su posterior
conteo. La densidad celular se midi6 en un
hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad,
realizando el conteo en un microscopio compuesto
con los objetivos de 10X y 20X y ocasionalmente el
de 40X (Voltolina et al., 1989). Cuando la densidad
celular fue muy grande se hicieron diluciones para
facilitar el conteo.
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Se wutiliz6 una reglilla en micrometros para
determinar la biometria de las células. Ademas se
observaron las caracteristicas morfologicas de
éstas en cada tratamiento.

El volumen celular de las células fue calculado en
base a la formula de un cilindro considerando la
altura y el radio de las células medidas, con la
siguiente formula:

V=rmr>h

Para determinar posibles diferencias en Ila
velocidad de crecimiento entre los tratamientos y el
efecto del quelante, se llevd a cabo un analisis de
pendientes ademas de un analisis de varianzas de
una via, previa prueba de normalidad y
homogeneidad de varianza. Se empleé la prueba de
Tukey (Zar, 1984) para comparacion y ordenacion
de medias.

RESULTADOS

La iluminacion en todas las unidades
experimentales estuvo en el rango de 10.13 a 9.55
Klux, la cual influy6 por igual a los 8 tratamientos.
El pH varié de acuerdo a las concentraciones de
hierro en los tratamientos. El valor minimo se
registré6 para el tratamiento G, iniciando con un
valor de 6.4, que aumento6 ligeramente en el dia 4
hasta 6.89 y disminuyendo hasta 6.36 el ultimo
dia. Los valores de pH mas elevados fueron
registrados en los tratamientos D, E y Control,
alcanzando valores finales de 9.37, 9.31 y 9.02
respectivamente (Fig. 1).
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Fig. 1. Valores promedio de pH en los diferentes

tratamientos. —e-Control, -m— A, -A- B, x- C, —
D, —e-E, -I-F, — G.

La Tabla 2 muestra la respuesta de las microalgas
a los diferentes tratamientos respecto a la
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Tabla 2. Promedio (um) del largo, ancho y setas celulares de Chaetoceros muelleri con los diferentes
tratamientos con hierro. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos en cada una
de las tres medidas a p > 0.05. Letras diferentes en la misma columna representan diferencias
significativas a P < 0.05

Densidad celular Volumen
(x 106 cél mL1) celular Largo (pm) Ancho (pm) Setas (pm)
(umS)

Control 3.66 = 1.09 584 + 296# 6.37 £ 1.02= 5.20+£0.892  20.65 + 7.272b
A 0.01 £ 0.00= 507 £22a 6.10+ 1.11= 5.00 £ 0.782 17.66 = 7.982
B 1.19+£ 0.322 604 £ 299 6.09 = 1.072 5.24+£0.822 22.50 £ 5.662>
C 3.41+£0.11° 480+ 252a 6.33 £ 1.09a 4.80 £ 0.92a 16.94 + 8.082
D 4.75% 0.09 605+ 2832 6.49 £1.072 528 +0.882 18.23*5.762P
E 3.85+0.29P 2067 £ 977P 9.43+£1.47¢ 8.04 £1.40¢ 31.53+5.02¢d
F 3.76+ 0.52P 545+ 296)a 6.37 £ 1.02a 5.04 £1.092 31.93 £6.544
G 0.45% 0.14» 1095 + 584ab 8.23+1.12b 6.29 £ 1.35P 24.92 + 6.56bc

densidad celular, volumen celular, largo y ancho
de las células y tamafo de las setas. La densidad
celular mas alta al final del estudio se registro en
el tratamiento D (650 ppm de Fe + EDTA), con un
valor de 4.7 x 106 cel mL'!. El control y los
tratamientos C (650 ppm), E (1300 ppm) y F (2600
ppm), alcanzaron densidades celulares promedio
similares al final del experimento con valores
promedio entre 3.413 x 106y 3.849 x 10° cel mL!
(Fig. 2), sin embargo no se detectaron diferencias
significativas entre ellos, pero fueron superiores a
las obtenidas en los tratamientos Gy By A (F =
60.84, p < 0.0001), que son cantidades excedidas
(G) o deficientes (A y B) en hierro.

El tratamiento A (162 ppm), alcanzé su maxima
densidad celular al tercer dia con 9.5 x 105 cel mL-
1. pero para el cuarto dia presenté una caida
abrupta. El tratamiento B presenté un crecimiento
lento, alcanzando al final del experimento su
maxima densidad celular con casi 1.2 x 106 cel mL-
1. Finalmente el tratamiento G (5200 ppm) fue el
que mantuvo densidades celulares mas bajas con
4,55 x 105 cel mL! para el séptimo dia de
tratamiento.

El volumen celular fue similar entre los
tratamientos con valores entre 480 y 605 um3, a
excepcion de los tratamientos E y G, con los
valores mas altos.
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Fig. 2. Densidad celular de Chaetoceros muelleri
con diferentes concentraciones de hierro. —e-
Control, -m— A, -A-B, x- C, — D, —e— E, —-I- F, —
-G.

El largo de las células vari6 desde 6.09 a 9.44 um,
aunque en la mayoria de los casos se mantuvo en
el rango de 6 um. El ancho vari6 desde 4.8 a 8.04
um, aunque en la mayoria de los tratamientos
fluctud entre 4.8 y 5.28 um. Al comparar el largo y
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ancho de las células entre los tratamientos, se
observo que el tratamiento E present6 los mayores
promedios, seguido del tratamiento G, mientras
que en el resto de los tratamientos no hubo
diferencias significativas (F = 35.58, p < 0.0001; F
= 33.26, p < 0.0001).

El tamano de las setas fue también variable, con
valores de 16.94 a 31.94 um, los valores mayores
se encontraron en los tratamientos E, F y G
(exceso de hierro) y los mas bajos en los otros
tratamientos (F = 21.02, p < 0.0001).

Al analizar las pendientes del crecimiento de los
cultivos de los diferentes tratamientos (Tabla 3), se
encontré que el tratamiento A fue estadisticamente
diferente con respecto al resto de los tratamientos
y entre ellos, solamente se encontré diferencia
entreel Cyel F.

Tabla 3. Pendientes promedio y error estandar de
los 8 tratamientos de hierro. Letras diferentes
indican diferencias significativas con un p<0.05.
Letras diferentes en la misma columna
representan diferencias significativas a P < 0.05

b Error estandar
Control 0.1966¢Pc 0.0083
A -0.36812 0.1021
B 0.1141bc 0.0089
C 0.2161¢ 0.0208
D 0.1774bc 0.0341
E 0.1908be 0.0252
F 0.1934bc 0.0254
G 0.0852b 0.0229

Las tasas de crecimiento promedio acumuladas
fueron menores en los tratamientos deficientes (A'y
B) y con exceso de hierro (G) en comparaciéon con
el resto de los tratamientos (Fig. 3).

DISCUSION

La incidencia de luz en los tratamientos fue
ligeramente variable, teniendo valores entre 9.55 a
10.13 Klux con un promedio de 9.86. Sanchez-
Saavedra (1994), al trabajar con Chaetoceros sp.,
reporté que la intensidad minima para tener un
buen cultivo es de 5 Klux (Ukeles, 1976) por lo
cual se puede establecer que en el presente
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experimento las condiciones de iluminacién fueron
propicias.

tasa de crecimiento

O>f:'_2/3//4567

dias

Fig. 3. Tasa de crecimiento acumulada promedio
de Chaetoceros muelleri con diferentes
concentraciones de hierro. —¢—Control, -m— A, —A-
B, x-C,——D,—e-E,-I-F, — G.

Los tratamientos mostraron amplias variaciones de
pH pero en general, el que presento los valores
mas bajos fue el tratamiento con mayor cantidad
de hierro (G). Esto puede atribuirse a que el hierro
reacciona con el agua y al encontrarse en
cantidades excesivas forma precipitados de
hidréxidos provocando la liberacion de iones
hidrénio por la descomposicion de 3 moléculas de
agua, acidificando asi el medio (Riley y Chester,
1989). Sunda y Huntsman (2003) mostraron que
el pH en el cual el hierro quelado con EDTA tiene
mas rapida disociaciéon cinética es entre 7.7 y 9.0,
aumentando las concentraciones de hierro
inorganico disuelto biolégicamente disponible. En
el tratamiento D (650 ppm + EDTA) el pH se
mantuvo entre 8.0 y 9.3, siendo ésta quizas una

razon por la cual en este tratamiento se
presentaron los mayores crecimientos.
Las mayores densidades celulares fueron

encontradas en el tratamiento D, en donde la
concentracion de hierro fue moderadamente alta
pero ademas se anadi6 EDTA. Estos resultados
coinciden con lo que otros investigadores han
reportado desde hace algunos anos, en el sentido
de que el EDTA afecta la solubilidad del Fe y otros
metales traza, lo cual ocasiona una mayor
disponibilidad de éstos, que benefician el
desarrollo de las microalgas (Huntsman y Sunda,
1980).

En los tratamientos E y F también se registraron
altas densidades celulares, lo que indica que el
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hierro en concentraciones moderadamente altas,
puede favorecer el crecimiento del fitoplancton.

Los tratamientos C y Control presentaron
densidades celulares muy similares, lo que indica
que el hierro presente en el medio f/2 es suficiente
para el crecimiento de esta microalga.

En los tratamientos A y B, cuyas concentraciones
de hierro fueron las menores entre los
tratamientos, se presentaron densidades celulares
muy bajas con respecto a los demas tratamientos.
Esto concuerda con investigaciones anteriores que
muestran que algunas microalgas expuestas a
deficiencias de hierro reducen tanto su biomasa
como su producciéon de clorofila (Kudo y Harrison,
1997: Henley y Yin, 1998). La Roche et al. (1993)
encontraron que durante las primeras etapas, el
fitoplancton podia mantener su rango de
crecimiento al reducir sus requerimientos de
hierro, remplazando en los procesos metabdlicos,
por ejemplo, la ferredoxina por flavodoxina que no
contiene hierro. Es por ello que en los tratamientos
con concentraciones mas bajas de hierro se tuvo
algtn crecimiento; sin embargo en el tratamiento A
(162 ppm) hasta el segundo dia hubo crecimiento,
pero a partir del tercer dia se present6é una caida
abrupta, lo cual parece indicar que el reemplazo de
unas sustancias por otras en los procesos
metabdélicos del fitoplancton tiene sus limites.

Por otra parte, en el tratamiento G, que fue el que
tuvo mayor concertaciéon de hierro, se presentaron
también crecimientos bajos, lo que sugiere que

concentraciones tan elevadas afectan
negativamente el crecimiento de Chaetoceros
muelleri.

En investigacion realizada por Cordero et al. (2005)
se menciona que conforme aumenta la
concentraciones de metales téxicos existe un
incremento en el volumen celular, lo cual fue
verificado en esta investigacion a las dosis de 1300
(E) y 5200 ppm (G), que son cantidades arriba de
las empleadas en un medio convencional como lo
es el medio f/2.

El analisis de las pendientes del crecimiento de los
cultivos en los diferentes tratamientos indica que
la deficiencia de hierro (tratamiento A) influye mas
significativamente en el bajo desempeno de la
microalga que el exceso (tratamiento G).

Al analizar las tasas de crecimiento acumuladas es
evidente que tanto el exceso como la deficiencia de
hierro ocasionan que la velocidad de crecimiento
disminuya en gran medida.
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Con respecto al tamano celular, en los
tratamientos E y G (exceso de Fe) se observo la
tendencia de que a mayor concentracion de hierro
en el medio hubo mayor tamano celular y mayor
largo de las setas, aunque en el tratamiento F no
se presento este patron.

En cuanto al resto de los tratamientos tanto el
tamano celular como el largo de las setas
estuvieron muy cercanos al Control. En otras
investigaciones se ha observado que cuando las
células son sometidas a bajas concentraciones de
hierro estas tienden a reducir su tamano
(Lewandowska y Kosakowska, 2004). Laynaert, et
al., (2004) trabajaron con la diatomea Cilindroteca
fusiformis y encontraron que al aumentar el estrés
por deficiencia de hierro el crecimiento y el tamafio
celular disminuyeron, observando también que la
disponibilidad de hierro favorecia la toma de silicio
en esta microalga. En otras investigaciones
también se ha encontrado que el hierro puede ser
un factor de control de crecimiento para algunas
diatomeas en los ecosistemas  acuaticos
(Lewandowska y Kosakowska, 2004).

De los resultados del presente estudio se puede
concluir que el hierro es un elemento
indispensable y que debe estar en concentraciones
moderadamente altas para un adecuado
desempeno de Chaetoceros muelleri. La
concentracion de este metal en el medio /2, es
suficiente para obtener un buen crecimiento y
tamano celular de la microalga, pero ambos
parametros se pueden mejorar con
concentraciones mayores de hierro, atin cuando no
se anada EDTA.
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