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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con el objetivo de evaluar la
produccion de Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans en términos celulares
en dos ambientes: semicontrolado y no controlado. Se desarrollé el disefio
experimental de dos Grupos Después con dos tratamientos y dos repeticiones. El
conteo celular se realizé diariamente usando una camara de Neubauer de 0,1 mm
de profundidad. Para determinar diferencias significativas entre tratamientos se
aplicé el analisis de varianza y prueba de Tukey. También se hicieron los registros

de los parametros fisico — quimicos.

El ambiente de cultivo afecté el crecimiento y produccién de las microalgas,
siendo mejor en el ambiente semicontrolado para |. galbana y en el ambiente no
controlado para C. calcitrans. La tasa especifica de crecimiento, numero de
generaciones y tiempo de duplicacién fue de 0,65 div/dia, 1,94 generaciones y
1,55 dias para |. galbana y 0,50 div/dia, 1,51 generaciones y 1,98 dias para C.
calcitrans. El factor limitante para el crecimiento de I. galbana es la temperatura,

mientras que para C. calcitrans es la cantidad de luz.

Palabras clave: Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans, ambiente

semicontrolado y no controlado, produccion.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the cellular production of Isochrysis
galbana and Chaetoceros calcitrans using semicontrolled and outdoor
environment. The experimental design developed was of two Groups After with
two treatments and two replications. Daily, the cell counting was realized with a
Neubauer chamber depth of 0,1 mm. To detect significant differences between
treatments was applied the Analysis of Variance and Test of Tukey. It was

registered the physical —chemical parameters.

The culturing environment affected the growth and production of microalgae. The
semicontrolled environment was better for I. galbana while outdoor environment
was better for C. calcitrans. The specific rate of growth, number of generations
and doubling time was 0,65 div/day, 1,94 generations and 1,55 days for I. galbana
and 0,50 div/day, 1,51 generations and 1,98 days for C. calcitrans, respectively.
The limiting factor for the growth of I. galbana was is the temperature, while for C.

calcitrans was quantity of light intensity.

Keywords: Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans, semicontrolled

environment, outdoor, production.



I INTRODUCCION

El creciente desarrollo de la Acuicultura ha generado interés en la produccion de
microalgas ya que constituyen el primer eslabon de la cadena trofica y, por lo
tanto forman parte de la dieta de una variedad de organismos acuaticos (Pereira
et al., 2008 y Ukeles, 1980 citado en Esman, 2011). Dentro de esta actividad,
durante el proceso de produccion de larvas de peces, moluscos y crustaceos, es
necesario brindarles una adecuada alimentacién para favorecer un buen
desarrollo con altos indices de supervivencia. Reto que conlleva a la necesidad de
mantener siempre disponible alimento de calidad y en cantidad necesaria para el
organismo que se esta cultivando; el cual, a pesar de las muchas investigaciones
dirigidas a sustituiro con microencapsulados, consiste principalmente en
microalimento vivo, principalmente microalgas (Voltolina et al., 2000), dentro de
ellas Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans consideradas como exitosas
por el tamano de la célula, valor nutricional y la biomasa producida en cultivo

(Persoone y Claus, 1980 y Yufera & Lubian, 1990).

Es asi que, para satisfacer la alta demanda de alimento, la produccion de
microalgas se realiza en grandes volumenes que en condiciones de laboratorio
representa una fraccion considerable del costo total de operacion, debido a la
mano de obra calificada, de infraestructura adicional y adecuada y de los varios
productos quimicos que requiere dicho proceso; motivo por el cual, comunmente
se usa fertilizantes de uso agricola para favorecer su desarrollo y se realiza al aire
libre o en ambientes semicontrolados (Borowitzka, 2005); no existiendo
experiencias simultaneas que permitan comparar las bondades que brindan estos

sistemas de cultivo.



Teniendo este panorama se ha ejecutado el presente trabajo de investigacion
titulado: Produccion de Isochrysis galbana (Prymnesiophyceae) y Chaetoceros
calcitrans (Bacillariophyceae) en ambientes semicontrolado y no controlado, cuyo
objetivo fue: Evaluar la produccion de [ galbana y C. calcitrans en ambiente
semicontrolado y no controlado en términos de densidad celular, planteandose el
problema: § Como afecta el ambiente de cultivo a la produccion de 1. galbana y C.
calcitrans?, al cual se formuld la hipotesis: Si en el ambiente semicontrolado se
realiza un mayor control de los parametros fisico-quimicos, entonces la
produccion en densidad celular, de . galbana y C. calcitrans sera mayor en el
ambiente semicontrolado que en el no controlado; la misma que fue contrastada

mediante el Disefio Experimental de dos grupos después.



Il MATERIAL Y METODOS

1. Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Produccién de
Microalgas del Centro de Acuicultura “La Arena”, ubicado en la bahia de Tortugas,
playa de “La Arena”, ubicado en el distrito de Casma, en la region Ancash, cuyas

coordenadas son 9°21'25.1"S, 78°25'25.8" W (Fig. 1)

CENTRO DE

Figura 1. Ubicaciéon geografica del Centro de Acuicultura “La Arena” en la

Bahia de Tortugas.

2. Obtencion de las Cepas.

Las cepas de /. galbana y C. calcitrans (Fig. 2, Ay B), fueron obtenidas del mismo

lugar donde se desarrollé la investigacién; las cuales fueron mantenidas en



placas petri usando el medio sélido Guillard F/2, y en tubos de ensayo en medio

liquido, ambas a temperatura ambiental de 19°C e iluminacién constante.
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Figura 2. Células de I. galbana (A) y C. calcitrans (B).

3. Tratamiento del agua de mar

El agua de mar utilizada, fue tomada a 3 m de profundidad desde la Caseta de
Bombeo (Fig. 3) en el desembarcadero “La Arena”, luego fue dirigida a un tanque
subterraneo de 15 m® y posteriormente bombeada a un reservorio de 360 m? (Fig.
4). El agua de mar antes de ingresar al laboratorio y ser usada, fue filtrada a
través de un sistema de 3 filtros marca CUNO (Fig. 5 A) en cuyo interior contenian

filtros tipo bobinado de 5 u (Fig. 5 B), para luego esterilizarla por un sistema de 6



lamparas con irradiacion ultravioleta (Fig. 6) y finalmente filtrada con una manga

de 1 um (Fig. 7).

Luego, el agua segun el caso, fue filtrada a 0,45 p y luego autoclavada para ser

solo usada en los cultivos realizados en placas, tubos, matraces de 125 ml y 1L;

desinfectada con lejia comercial a una dosis de 0,125 ml/L y neutralizada con

Tiosulfato de sodio al 24,84% y dosis de 0,16 ml/L para los niveles de 12L y 18L;

y finalmente filtrada a 1 y para los cultivos en tanques.

4. Salas y ambientes

Sala de Microscopia: Lugar donde se realizaron las observaciones
cualitativas y cuantitativas para verificar la calidad del in6culo y de los
cultivos (Fig. 8) antes de su escalamiento, asimismo se preparacion del
medio de cultivo y la esterilizacion del material con ayuda de la estufa y
autoclave.

Sala de siembra: Lugar humeda donde se recibié el agua de mar ya
irradiada con UV, para ser filtrada a 1 ym, y luego realizar las siembras en
todos los niveles, excepto los cultivos en tanques.

Sala Cepario: Ambiente controlado donde se encuentran las cepas asi
como los cultivos en crecimiento en todos sus niveles, excepto los cultivos
en tanques (Fig. 9). Cuenta con aire acondicionado y la iluminacion esta
basada en lamparas fluorescentes de 40 watts.

Sala de Cultivo Masivo: Ambiente semicontrolado donde se realizé el
primer tratamiento. Es una sala que esta aislada de la intemperie, su techo
esta protegido con un material traslucido que permite el paso de luz solar y

evita los cambios bruscos de temperatura.



Figura 3. Caseta de bombeo del Centro de Acuicultura “La Arena”.

Figura 4. Reservorio de agua marina de 360 m3



Figura 5. Sistema de filtros marca CUNO (A) y sus filtros interiores tipo bobinado

de 5y (B).



Figura 6. Sistema de esterilizacion de lamparas ultravioleta.

Figura 7. Filtro tipo manga de 1



Figura 8. Sala de Microscopia.

Figura 9. Sala de cepario.
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Ambiente exterior: Ambiente no controlado donde se llevd a cabo el
segundo tratamiento. Esta totalmente expuesto a las variaciones del clima,
propios de la zona.

Sala de Lavado y secado del material: Sala donde se recibio el material
sucio para su lavado, desinfectado, enjuagado y secado para su uso.
Almacén de botellas: Sala cerrada donde se ubican las botellas de

plastico de 20 litros para su secado después de su desinfeccion (Fig. 10).

5. Limpieza, desinfeccién y esterilizaciéon del material.

Antes de iniciar el ensayo, se desinfectd todo el sistema de produccion, salas

y ambientes.

Limpieza de la linea de aireacion: Se ingresaron 4 litros de alcohol de 96°
por el inicio del sistema de aire. Se encendié el blower marca Pentair de 2
HP para que lo desplace por toda la tuberia y luego se apagd. Se dejé
actuar por un dia y luego se encendid el blower para eliminar todo residuo
de alcohol.

Limpieza de salas: Se prepard una solucion de hipoclorito de calcio a una
concentracion de 200 ppm para limpiar pisos. Para el caso de los
pediluvios, se utilizé una solucion de hipoclorito de calcio a 500 ppm y esta
se reemplazaba diariamente.

Limpieza del material de vidrio: En solucion de acido fosférico con
concentracion de 100 ppm, se sumergié todo el material de vidrio, previo
lavado con agua dulce y detergente. Se dej6é actuar por un dia y luego se
enjuagd con abundante agua dulce aproximadamente 2 minutos y se

coloco en el area de secado. Se esterilizé al horno a 125°C por 2,5 horas.
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Figura 10. Sala de almacén de botellas de 20 L.

Limpieza del material de plastico: Las botellas de siembra se lavaron con
ayuda de una escobilla, luego con una solucién de acido muriatico en una
proporcion de 1:1. Se dejé actuar por un dia y se enjuagaron con agua de
mar filtrada e irradiada con luz UV por 3 minutos cada botella.
Inmediatamente se realiz6 un segundo enjuague con agua dulce y se
dejaron secar. Para el caso de los tapones, mangueras siliconadas y
varillas para aire, se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al
(5%: 1/20 L), se dej6 actuar por un dia y se enjuagaron con abundante

agua dulce. El material resistente al calor fue envuelto con papel kraft y se
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esterilizé con estufa a 100 °C por 2,5 horas. El material no resistente, fue

esterilizado con rayos UV por 20 minutos.

6. PROCESO DE CULTIVO

6.1 El proceso de cultivo se dividié en 3 etapas o niveles (Fig. 11):

e Nivel inicial: Placas Petri, tubos de ensayo (10 ml) y matraces de 125 ml.
¢ Nivel intermedio: Matraz de 1L y botellas de 12 litros.

¢ Nivel final: Botellas de 18 litros hasta tanques de 450 litros (masivo).

El medio de cultivo utilizado desde el nivel inicial hasta las botellas de 20
litros fue el medio F/2 de Guillard & Ryther (1962) (Tabla 1). Para el nivel
masivo se empled un fertilizante foliar liquido marca “BAYFOLAN FORTE”
cuya composicion se detalla en la Tabla 2, a una dosis de 0,1 ml/L. Para el
caso de las diatomeas (C. calcitrans) se adicion6 1 ml/L de silicatos,

importante para la formacién de la pared celular (frustulo).

6.2 Siembra
6.2.1 Siembra de placa a tubo
En la campana de siembra se repartié el agua en volumenes de 10 ml en
cada tubo de ensayo. Posteriormente, de las placas petri que contenian
las cepas de microalgas, se escogieron las colonias para replicarlas en
los tubos de ensayo (Fig. 12). Después de la siembra, fueron llevados al
cepario donde la agitacion del cultivo fue manual; al cabo de 10 dias

fueron replicadas al siguiente nivel (Fig. 13).



‘ PLA

3

¢

I TUBOS ‘

¢

| Matraz 125 ml ‘ _
| Matraz 1L ‘ -
l Botellal2lL | P

-

| (2) Botella18L ‘

¢

‘ Tanque 150L ‘

Figura 11. Flujo de cultivo de I. galbana 'y C. calcitrans

NIVEL INICIAL

NIVEL
INTERMEDIO

NIVEL FINAL
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Tabla 1. Composicion del medio F/2 de Guillard & Ryther (1962).
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PREPARACION DE

TIPO DE SOLUCION COMPUESTO NUTRIENTES CANTIDAD A USAR
MACRONUTRIENTES: NaNOs 75,0 g/L 1,0 ml
Disolver los reactivos en 1 litro de agua destilada
Solucién de trabajo. Usar 1 ml por cada litro de agua NaH2PO4.H-0 5,0 g/L 1,0 mi
marina para cultivo.
SILICATOS:
Disolver el reactivo en 1 litro de agua destilada en un
recpente por sgparado. Us..a.r 1 ml por cada I|t.r0 de agua N2Si03.9H,0 30,0 gL 1.0 ml
marina para cultivo. A los Silicatos se les considera parte
de los macronutrientes pero solo se utilizan para las
diatomeas.
, _ SOLUCION STOCK (g/L)
. SOL|UCI(|)NlE’)E Z/IEIA:;E'S 'LRAZA o EDTA N 436 gL
gra prepgrar a solucién de ra ajo de m|cronul r|’er? es FeCls.6H20 n 3.15 /L
primero disolver en su totalidad el EDTA disddica,
- : CuS04.5H20 9,8
agregar el cloruro férrico hasta que se disuelva,
A . NazMo04.2H20 6,3
finalmente agregar 1 ml de cada una de las soluciones
ZnS04.7H20 22 1 ml de cada uno
stock de metales traza aforando a 1000 ml de agua CoCh 6O 10
destilada. Usar 1 ml de esta solucion por cada litro de OCZ' 20 180
agua marina para cultivo. MnClz.4H.
Solucion de metales trazas - 1,0 ml
SOLUCION DE VITAMINAS: Cianocobalamina (B12) 0,14g/L
Para preparar la solucién de trabajo de vitaminas se Biotina 0,1 g/L
disuelve la tiamina y se adiciona 1 ml de la solucion stock Thiamina HCI - 0,2 g/L
de B6 y 1ml de B12. Aforar a 1 litro de agua destilada. .. .
Solucion de vitaminas 1,0 ml

Usar 0,5 ml por litro de agua marina para cultivo.




Tabla 2. Composicion quimica del fertilizante foliar “BAYFOLAN FORTE”

BAYFOLAN FORTE

COMPUESTO CONCENTRACION
Nitrogeno 9,1%
Fosforo 6,6%
Potasio 5,0%
Azufre 1 250 ppm
Boro 332 ppm
Cobalto 17 ppm
Zinc 664 ppm
Cobre 332 ppm
Molibdeno 42 ppm
Calcio 207 ppm
Manganeso 332 ppm
Fierro 415 ppm
Magnesio 207 ppm
Clrohidrato de Tiamina 33 ppm

Acido Indol-acético

25 ppm

15
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6.2.2 Siembra a matraces de 250 ml

En la campana de siembra se repartio el agua en volumenes de 115 ml
en matraces de 250 ml de capacidad. Acto seguido, se vertieron los
inéculos de los tubos de ensayo, se le coloco tapon y fueron llevados al
cepario. La agitacion del cultivo fue manual. Al cabo de 5 dias fueron

replicadas al siguiente nivel (Fig. 14).

6.2.3 Siembra a matraces de 1L

En la campana de siembra se colocaron 875 ml de agua en matraces
de 1 L de capacidad. Luego se vertié el inéculo de matraz de 250 ml
conteniendo el cultivo, se le colocé tapon, la linea de aire y fue llevado
al cepario donde se aplico aireacion. Después de 7 dias fueron

replicadas al siguiente nivel (Fig. 15).

6.2.4 Siembra a botellas 12 L

Se recibié 11 L de agua de mar en una botella de 20 L, previamente
filtrados con la manga de 1 p, se le afiadié 1,5 ml de lejia comercial, se
dejé actuar por 30 min, luego se neutralizé con 1,2 ml de tiosulfato de
sodio a 24,81%, para finalmente agregar los nutrientes. Utilizando un
microscopio, se reviso la calidad del in6culo de 1 L, luego se filtré a 45
M y se procedid a sembrarlo en la botella, se coloco el tapdn y la
varila para aire, previamente flameadas y finalmente se llevd al
cepario donde se conectaron las lineas de aire (Fig. 16). Después se 7

dias se realizé la siguiente siembra.



Figura 13. Cultivo de microalgas en tubos de ensayo

Figura 14. Cultivo de microalgas en matraces 250 ml.
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6.2.5 Siembra en botellas 18 L.

Se recibié 12 L de agua de mar en un bidén y siguiendo el tratamiento
antes indicado, se procedié a realizar la siembra con indculos de 6 L
obtenidos del inéculo madre de 12 L  obtenido en la fase anterior.
Luego se procedid como en el caso anterior (Fig. 17). Al cabo de 10

dias se realizé la siguiente siembra.

6.2.6 Siembra en tanques de 450 L

Se filtraron volumenes de 132 litros de agua de mar con una manga de
1 um y depositados en 08 tanques de fibra de vidrio de 450 L de
capacidad (04 por especie) e instalados en ambiente semicontrolado
(Fig. 18) y no controlado (Fig. 19); luego, se adiciono el nutriente
foliar BAYFOLAN FORTE a wuna dosis de 0,1 ml/L y solucién
de silicatos a la misma concentracion para el caso de C. calcitrans. Un
dia antes de la siembra, los inéculos de 18 L se llevaron al nuevo
ambiente de cultivo para su adaptacién, después de lo cual se vertieron
a los tanques que contenian 132 litros de agua de mar,
colocandoles también su linea de aire. Los tanques sembrados en los
exteriores fueron cubiertos con un plastico para evitar su

contaminacion.



L "'-h',. -~
Figura 17. Cultivo de microalgas en botellas de 18 L.
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Figura 19. Cultivo de microalgas en tanques ubicado en ambiente no controlado.
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6.3 DIOXIDO DE CARBONO

La inyeccién del diéxido de carbono se hizo a razon del 7,81% de su
volumen para los cultivos de 12 L y de 5,21% de su volumen para los
cultivos de 18 L, diariamente, dosificado en dos partes: 08:00 y 17:00.

A los cultivos en tanque, no se les inyecto didxido de carbono.

7. DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

La hipdtesis fue contrastada mediante el Disefio Experimental de dos
Grupos después con dos tratamientos y dos repeticiones: Ambiente
Semicontrolado: Laboratorio (Tanques A y B) y No Controlado: Zona

posterior del Laboratorio (Tanques A y B). Tabla 3.

Las densidades iniciales de los cultivos en los dos tratamientos se
muestran en la Tabla 03.
Tabla 3. Disefio experimental, denominacion de los tratamientos, ambiente y

densidad celular de siembra, de /. galbana y C. calcitrans cultivadas en ambiente

semicontrolado y no controlado.

Densidad
Especie Tratamiento Ambiente Repeticiones celular
(cel/ml/L)
a 840000

I Semicontrolad
! calban emicontrolado 5 845000
’ I No controlado a 835000
b 850000
; a 955000
C oloitrans | Semicontrolado o 575000
| I No controlado @ 950000
b 960000
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8. PARAMETROS

8.1 Crecimiento celular

El conteo celular se realizdé diariamente, a la misma hora, usando una

camara de Neubauer de 0,1 mm de profundidad. (Fig. 20).

Tiefe - Depth Neubauer
Profondeur Aped
0.100mm

0,0025 mm? Scientific

Figura 20. Camara de Neubauer
8.2 Numero de generaciones (n)

Segun Madigan et al., (2009) la expresion para calcular el numero de
generaciones durante la fase exponencial del cultivo es la siguiente:

Nt = No2"
Usando Logaritmos, despejamos n:

n = (Log Nt — Log No)/Log2
8.3 Tasa especifica de crecimiento (k)

Segun Alvarez (1994) para la determinacién de la tasa especifica de
crecimiento (k) expresada en divisiones por dia, viene dada por la
siguiente ecuacion que describe la cinética de crecimiento:

k = (logz Nt —log2 No) / (T — To)
Donde Nry No representan el niumero de células inicial y final registradas

en los cultivos, y Try T, el tiempo transcurrido.



9.

10.
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8.4 Tiempo de duplicacion (TD)

Segun Sherwood et al., (2008) el tiempo de duplicacién se obtiene

mediante la siguiente formula:

TD=1/k

Donde “TD” es el tiempo de duplicacion en dias y “k” la tasa especifica de

crecimiento.

Caracteristicas Fisico — Quimicas

La temperatura ambiental se midié diariamente a las 08:00, 01:00 y 17:00
horas. Asimismo, la cantidad de lux (Ix) se midié con un luxémetro marca
SPER SCIENTIFIC 840020. ElI pH fue medido diariamente con cinta de
papel pH marca DF UNIVERSAL TEST PAPER (0 — 14) y la salinidad al

inicio y al final del ensayo, con ayuda de un refractémetro marca ATAGO.

Analisis estadistico
Finalizado el cultivo, para determinar el efecto de las repeticiones sobre la
densidad celular de ambas especies, se aplico el ANOVA simple (Sokal
and Ronhlf, 1995), siendo el modelo:
Yi=U+A +Ej
Yii : Una medicion cualquiera
U : Densidad verdadera
A : Efecto de las repeticiones sobre el crecimiento celular

Eij: Error experimental
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Luego se estimé el promedio de las densidades celulares de cada
tratamiento y se aplicd el ANOVA para un modelo factorial simple (Ostle,
1994):

Yik=U + A + B; + (AB);j + Ei
Yiik : Una medicion cualquiera
U : Densidad verdadera
A : Efecto del ambiente sobre el crecimiento celular
B; : Efecto del factor tiempo sobre el crecimiento celular
(AB)j: Efecto de la interaccién de dos factores sobre el crecimiento celular
(ambiente y tiempo).
Ejj : Error experimental.
Se plantearon las siguientes hipotesis:
Ho: El factor repeticiones, para el primer modelo y el factor ambiente,
tiempo e interaccién, para el segundo modelo no afectan al crecimiento
celular.
Ha: El factor repeticiones, para el primer modelo y el factor ambiente,
tiempo e interaccion, para el segundo modelo afectan al crecimiento
celular.
Las decisiones se tomaron de acuerdo a lo siguiente:
Aceptar Ho si P es menor o igual a 0,05
Aceptar Ha si P es mayor a 0,05.
Se aplico el test de Tukey para establecer a favor de que tratamiento se
presentaron diferencias significativas. Los analisis estadisticos se
procesaron en Excel 2010 y a través del programa Minitab 16,1 con un

nivel de significacién de P = 0,05.



Ml RESULTADOS

1.0 Crecimiento de Isochrysis galbana

Terminado el proceso de cultivo, se observdé que ambos tratamientos alcanzan
la maxima densidad celular en el sexto dia de cultivo, con ligeras diferencias
entre sus repeticiones; asimismo, se aprecia que la densidad celular en el
ambiente semicontrolado es superior a la del ambiente no controlado (Tabla 4 y

Fig. 21 Ay B).

El analisis de variancia para comparar las repeticiones, establecidé que no
existen diferencias significativas entre los valores observados (p=0,805, p >

0,05).

Al promediarse las repeticiones de cada tratamiento (Tabla 5), se encontré que
el mayor crecimiento celular de . galbana en el ambiente semicontrolado, se
presentd desde el primer al cuarto dia de cultivo, alcanzando la maxima
densidad celular de 5 277500 cel/ml; en cambio, en el ambiente no controlado
el crecimiento celular avanzé desde el segundo al sexto dia donde alcanzo su
maximo de 2 500000 cel/ml. Ademas, en el ambiente no controlado, hubo una
fase de adaptacion que durd los dos primeros dias de cultivo, hecho que fue
muy visible ya que las células muertas formaron un halo en la superficie del

cultivo (Fig. 22).

El registro grafico del crecimiento celular (Fig. 23), evidencid6 que la mejor
performance con respecto al incremento de la densidad celular, fue a favor del

ambiente semicontrolado desde el primer dia de cultivo.



Tabla 4. Densidad celular en cada tratamiento con sus repeticiones de I.

galbana en ambiente semicontrolado y no controlado.

Dias de cultivo | Semicontrolaclilo l:lo Controla?lo
Inicio 835000 845000 835000 850000
1 975000 955000 625000 650000
1400000 1550000 150000 350000
2500000 2790000 500000 500000

3500000 3900000 700000 800000

4100000 4500000 1250000 1500000
5350000 5200000 2250000 2750000
5000000 4950000 2130000 2350000
4250000 4120000 1930000 2100000

0o N oo o~ WON

Tabla 5. Crecimiento (cel/ml) de I. galbana en ambiente semicontrolado y no

controlado.
Tiempo . Ambiente
Semicontrolado No Controlado
Inicio 840000 842500
1 965000 637500
2 1475000 250000
3 2642500 500000
4 3700000 750000
5 4300000 1375000
6 5275000 2500000
7 4975000 2240000
8 4182500 2015000
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Semicontrolado (A) y No controlado (B).
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Figura 22. Formacion de un halo de células muertas en el tanque de cultivo de /.

galbana en el ambiente no controlado.
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Figura 23. Variaciones del crecimiento de [. galbana en ambiente

semicontrolado y no controlado.
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El analisis de varianza para establecer diferencias significativas (Tabla 6),
evidencido que efectivamente fue asi, indicando que el crecimiento de la
densidad celular fue afectado por el factor ambiente de cultivo, ademas del

tiempo y la interaccion de ambos factores.

La prueba de Tukey demostré que la densidad celular en el ambiente
semicontrolado superé a aquella del ambiente no controlado a partir del
segundo dia de cultivo (Tabla 7). En relacion al tiempo, la prueba de Tukey
para el ambiente semicontrolado, evidencidé crecimiento significativo el tercer,
cuarto y sexto dia de cultivo; en el ambiente no controlado solo se encontro

crecimiento significativo en el sexto dia (Tabla 8).

En cuanto a los parametros poblacionales: incremento poblacional diario, tasa
especifica de crecimiento poblacional y tiempo de duplicacién (Tabla 9 y Fig. 24
Ay B), se aprecia que sus mejores valores se presentaron desde el primer al
cuarto dia en el ambiente semicontrolado y desde el segundo al sexto dia en el

ambiente no controlado.

En base al anadlisis de los parametros poblacionales, la fase exponencial del
crecimiento celular para el ambiente semicontrolado ocurrié desde el primer al

cuarto dia de -cultivo, obedeciendo a la ecuacion de regresion y =
609288eo'4615x, con un coeficiente de correlacion (R) de 0,9952; en cambio, en
el ambiente no controlado esta fase se present6 desde el segundo al sexto dia,
siendo su ecuacion de regresion y = 147857e%%%17% con un coeficiente de

correlacion de 0,9953.



Tabla 06. Analisis de varianza para determinar el efecto del ambiente,

tiempo e interaccion sobre el crecimiento celular de I. galbana.

FUENTE DE VARIACION F P

Tratamientos (Ambiente) 1 305,87 0,000
Tiempo 199,98 0,000
Interaccién (Ambiente - Tiempo) 30,85 0,000

F: prueba de F, P=0,05.

Tabla 7. Prueba de Tukey para determinar diferencias significativas entre la

densidad celular del cultivo de I. galbana.

TIEMPO SEMI NO
(dias) ~ CONTROLADO CONTROLADO PIFERENCIA PMS
1 965000 637500 327500 506382
2 1480000 250000 1230000* 506382
3 2640000 500000 2140000* 506382
4 3700000 750000 2950000* 506382
5 4300000 1380000 2920000* 506382
6 5280000 2500000 2780000* 506382
7 4980000 2240000 2740000* 506382
8 4180000 2010000 2170000* 506382

DMS : Diferencia minima significativa de Tukey

* 1 Valor significativo al 0,05.



Tabla 8. Prueba de Tukey a través del tiempo para
determinar diferencias significativas de /. galbana en el

ambiente Semicontrolado (A) y Controlado (B).

(A) Semicontrolado

Tiempo Menor Mayor diferencia DMS
1-2 965000 1480000 515000 827090
2-3 1480000 2640000 1160000* 827090
3-4 2640000 3700000 1060000* 827090
4-5 3700000 4300000 600000 827090
5-6 4300000 5280000 980000* 827090
6-7 5280000 4980000 300000 827090
7-8 4980000 4180000 800000 827090

(B) No controlado

Tiempo  Menor Mayor diferencia DMS
1-2 637500 250000 387500 827090
2-3 250000 500000 250000 827090
3-4 500000 750000 250000 827090
4-5 750000 1380000 630000 827090
5-6 1380000 2500000 1120000* 827090
6-7 2500000 2240000 260000 827090
7-8 2240000 2010000 230000 827090

DMS: Diferencia minima significativa de Tukey

* 1 Valor significativo al 0,05.
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Tabla 9. Tasa especifica de crecimiento, Incremento, Tasa de crecimiento

acumulada tiempo de duplicacion y de

semicontrolado (A) y no controlado (B).

(A) Semicontrolado

l.

galbana para el ambiente

Tiempo  Crecimiento Incremento Ta§ a.de cr-le-iisrf:igr?to Tie”.”po .C!e

; crecimiento duplicacion

(Dias) (cel/ml) (cel/ml) (div/dia) acu.muI’a\da (dias)

(div/dia)
Siembra 840000
1 965000 125000 0,20 0,20 5,00
2 1475000 510000 0,61 0,81 1,63
3 2642500 1167500 0,84 1,65 1,19
4 3700000 1057500 0,49 2,14 2,06
5 4300000 600000 0,22 2,36 4,61
6 5275000 975000 0,29 2,65 3,39
7 4975000 -300000 -0,08 2,57 -11,84
8 4182500 -792500 -0,25 2,32 -3,99
(B) No controlado
Siembra 842500

1 637500 -205000
2 250000 -387500
3 500000 250000 1,00 1,00 1,00
4 750000 250000 0,58 1,58 1,71
5 1375000 625000 0,87 2,45 1,14
6 2500000 1125000 0,86 3,32 1,16
7 2240000 -260000 0,16 3,48 6,25
8 2015000 -225000 -0,15 3,32 -6,54
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En el ambiente semicontrolado, los parametros poblacionales en la fase
exponencial fueron de: 0,65 div/dia para la tasa especifica de crecimiento, 1,55
dias para el tiempo de duplicacion y 1,94 generaciones/dia, para el numero de
generaciones; en el ambiente no controlado fueron: 0,83 div/dia, 1,20 dias y 3,32,

respectivamente.
2.0 Crecimiento de Chaetoceros calcitrans

Culminado el proceso de cultivo que durd 08 dias, se encontré que la maxima
densidad celular se alcanzé el sexto dia de cultivo tanto en el ambiente
semicontrolado como en el ambiente no controlado, observandose también que
existen ligeras diferencias entre las repeticiones de cada ambiente. Por otro lado,
las algas cultivadas en el ambiente no controlado superaron la densidad celular

del ambiente semicontrolado (Tabla 10 y Fig. 25 Ay B).

Las diferencias observadas entre repeticiones fueron evaluadas mediante el
analisis de variancia, que determind que estas no son estadisticamente

significativas (P = 0,783, P>0,05).

Una vez promediadas las repeticiones de cada tratamiento, se aprecia que en el
ambiente semicontrolado, el mayor crecimiento celular se presentd desde el
segundo al cuarto dia de cultivo, donde alcanzdé la maxima densidad de
1,8425x10° cel/ml, apreciandose también una fase de adaptacion durante los dos
primeros dias; sin embargo, en el ambiente no controlado, el mejor crecimiento
ocurrio desde el la siembra al tercer dia, alcanzando la maxima densidad de
4,175x108 cel/ml (Tabla 11). El andlisis grafico en funcién al tiempo (Fig. 26),

demostro



Tabla 10. Densidad celular (cel/ml) de C. calcitrans en las repeticiones de los

cultivos en ambiente semicontrolado y no controlado.

Dias de cultivo Semicontrolado No controlado
| Il [ Il
Inicio 955000 975000 950000 960000
1 975000 945000 1625000 1500000

850000 925000 1850000 2050000
1200000 1300000 2500000 2950000
1550000 1485000 3000000 3200000
1700000 1725000 3150000 3250000
1850000 1835000 3950000 4400000
1750000 1800000 4100000 4000000
1250000 1450000 3750000 3985000

0o N o a »~ 0N

Tabla 11. Densidad celular promedio (cel/ml) de C. calcitrans cultivada en

ambiente semicontrolado y no controlado.

Tiempo
(Dias de cultivo) Semicontrolado No Controlado
Inicio 965000 955000
1 960000 1562500
2 887500 1950000
3 1250000 2725000
4 1517500 3100000
5 1712500 3200000
6 1842500 4175000
7 1775000 4050000
8 1350000 3867500
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Figura 25. Curva de crecimiento de C. calcitrans en las repeticiones en el

ambiente semicontrolado (A) y No controlado (B).
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Figura 26. Curva de crecimiento promedio de C. calcitrans en ambos

tratamientos.

Tabla 12. Andlisis de varianza para determinar el efecto del ambiente,

tiempo e interaccidn sobre el crecimiento celular de C. calcitrans.

FUENTE DE VARIACION F P
Tratamientos (Ambiente) 1111,48 0,000
Tiempo 83,62 0,000

Interaccién (Ambiente - tiempo) 22,22 0,000
F: valor de la prueba F, P: 0,05.

37



38

que el ambiente no controlado superdé en densidad celular al ambiente

semicontrolado, desde el primer dia de cultivo.

El andlisis de varianza establecio que las diferencias observadas en las
densidades celulares entre ambos ambientes, son estadisticamente significativas
(Tabla 12). La prueba de Tukey (Tabla 13), demostré que las diferencias
significativas a favor del ambiente no controlado se presentaron desde el primer al
octavo dia del cultivo. En funcion al tiempo, la prueba de Tukey (Tabla 14 Ay B),
sefiald que en el ambiente semicontrolado el crecimiento no fue significativo
durante todo el proceso de cultivo; en cambio, en el ambiente no controlado, se

presenté crecimiento significativo el tercer dia de cultivo.

Respecto a los parametros poblacionales, los mejores valores del incremento
poblacional diario, tasa especifica de crecimiento poblacional y tiempo de
duplicacién (Tabla 15 y Fig. 27, A y B), se presentaron desde el segundo al
cuarto dia para el ambiente semicontrolado y de la siembra hasta el tercer dia en

el no controlado.

La fase de crecimiento exponencial, teniendo en cuenta los parametros
poblacionales, abarcé desde el segundo al cuarto dia de cultivo para el
semicontrolado, respondiendo a la ecuaciones de regresion: y = 695732¢02682x
(Coeficiente de correlacion R: 0,9875), y desde inicio al tercer dia con la ecuacion
de regresion y = 723153e033%67x (Coeficiente de correlacion R2 0,9766), para el

ambiente no controlado.



Tabla 13. Prueba de Tukey para determinar diferencias significativas
entre la densidad celular de ambos tratamientos del cultivos de C.

calcitrans.

TIEMPO Semicontrolado  No controlado Diferencia DMS

1 960000 1562500 602500* 424247
2 887500 1950000 1062500* 424247
3 1250000 2725000 1475000* 424247
4 1517500 3100000 1582500* 424247
5 1712500 3600000 1887500* 424247
6 1842500 4175000 2332500* 424247
7 1775000 4050000 2275000* 424247
8 1350000 3867500 2517500* 424247

DMS: diferencia minima significativa. *: nivel de significancia al 0,05.



Tabla 14. Prueba de Tukey a través del tiempo para determinar

diferencias significativas de C. calcitrans entre el ambiente

Semicontrolado (A) y Controlado (B).

(A) Semicontrolado

Tiempo  Menor Mayor diferencia DMS
1-2 960000 887500 72500 692937
2-3 887500 1250000 362500 692937
3-4 1250000 1517500 267500 692937
4-5 1517500 1712500 195000 692937
5-6 1712500 1842500 130000 692937
6-7 1842500 1775000 67500 692937
7-8 1775000 1350000 425000 692937

(B) No controlado
1-2 1562500 1950000 387500 692937
2-3 1950000 2725000 775000* 692937
3-4 2725000 3100000 375000 692937
4-5 3100000 3600000 500000 692937
5-6 3600000 4175000 575000 692937
6-7 4175000 4050000 125000 692937
7-8 4050000 3867500 182500 692937

DMS : Diferencia minima significativa de Tukey

* 1 nivel de significancia 0,05.
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Tabla 15. Tasa especifica de crecimiento, Incremento, Tasa de crecimiento

acumulada y

tiempo de duplicacion de C. calcitrans, para el ambiente

semicontrolado (A) y no controlado (B).

(A) SEMICONTROLADO

Tie[npo Crecimiento Incremento crliisniigre]to cr-le-iﬁigr?to JLZ?)TC%%%?’I
(Dias) (cel/ml) (cel/ml) (div/dia) acu.multada (dias)
(div/dia)
Inicio 965000
1 960000 -5000 -0,01
2 887500 -72500 -0,11
3 1250000 362500 0,49 0,49 2,02
4 1517500 267500 0,28 0,77 3,57
5 1712500 195000 0,17 0,94 5,73
6 1842500 130000 0,11 1,05 9,47
7 1775000 -67500 -0,05 1,00 18,57
8 1350000 -425000 -0,39 0,60 2,53
(B) NO CONTROLADO
Inicio 955000
1 1562500 607500 0,71 0,71 1,41
2 1950000 387500 0,32 1,03 3,13
3 2725000 775000 0,48 1,51 2,07
4 3100000 375000 0,19 1,70 5,38
5 3600000 500000 0,22 1,91 4,64
6 4175000 575000 0,21 2,13 4,68
7 4050000 -125000 -0,04 2,08 -22,80
8 3867500 -182500 -0,07 2,02 -15,03
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Figura 27. Variacion de densidad celular, tiempo de duplicacion y tasa de
crecimiento acumulada de C. calcitrans para el ambiente semicontrolado

(A) y no controlado (B).
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La velocidad de crecimiento fue de 0,39 div/dia, el tiempo de duplicacién de 2,58
dias y el numero de generaciones de 0,77 generaciones/dia, en el ambiente
semicontrolado; en cambio, en el ambiente no controlado, su velocidad de
crecimiento fue de 0,50 div/dia, el tiempo de duplicacion fue de 1,98 dias y el e

numero de generaciones de 1,51 generaciones/dia.

3.0 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

3.1 Temperatura Ambiental

La temperatura promedio ambiental en el ambiente semicontrolado fue de
22,3 °C, 28,0 °C y 23,2 °C a las 8:00, 13:00 y 17:00 horas, respectivamente;
en tanto, en el ambiente no controlado fueron de 22,9 °C, 29,1 °C y 22,3 °C,
para los mismos horarios, observandose pequefias diferencias entre ambos

ambientes (Figura 28).
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Figura 28. Curva de variacion de la temperatura en los ambientes de cultivo a

diferentes horas del dia
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3.2 lluminacion

En cuanto a las cantidades de luz promedio, se observa que estas fueron muy
superiores en el ambiente no controlado con respecto al ambiente
semicontrolado; asi en el ambiente semicontrolado fueron de 5 199.4 Ix, 1
5052.5Ix y 1 301.8 Ix a las 8:00, 13:00 y 17:00, respectivamente; mientras
que en el ambiente no controlado estuvieron en 3 9861.3 Ix, 111 075 Ix y 26

355 Ix para los mismos horarios (Fig. 29).

Semicontrolado No controlado

120000
111075
100000

80000

60000

ILUMINANCIA (LUX)

40000 39861.3

26355
20000 15052.5

5199.4
1301.8

08:00 a.m. 01:00 p.m. 05:00 p.m.
HORA

Figura 29. Curva de variacion de la cantidad de luxs de los ambientes de cultivos a

diferentes horas del dia.

3.3 pH

El pH del medio de cultivo de I. galbana varié de 7 a 7,5 en el ambiente
semicontrolado, al igual en el ambiente no controlado. En el caso de C.
calcitrans, el pH oscilé entre 7 a 7,5 en el ambiente semicontrolado, al igual

que en el ambiente no controlado. En el cultivo de ambas especies y
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ambientes, el pH observo la tendencia a incrementar su valor a medida que

avanzo el proceso de cultivo (Tabla 16).

Tabla 16. Valores del pH durante el cultivo de [ galbana y

C.calcitrans, en ambiente semicontrolado y no controlado.

. I. galbana C. calcitrans
Dia Semicontrolado No Controlado Semicontrolado No Controlado
Inicio 7,0 7,0 7,0 7,0
1 7,0 7,0 7,0 7,0
2 7,0 7,0 7,0 7,0
3 7,0 7,0 7,0 7,5
4 7,5 7,0 7,5 7,5
5 7,5 7,5 7,5 7,5
6 7,5 7,5 7,5 7,5
7 7,5 7,5 7,5 7,5
8 7,5 7,5 7,5 7,5
3.4 Salinidad

La salinidad se mantuvo constante en los medios de cultivo de las dos

especies y en ambos tratamientos, siendo de 35,3 ups.



IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, permitié evidenciar que la
hipétesis planteada en el sentido de un mayor crecimiento celular en el ambiente
semicontrolado, se cumplié parcialmente ya que asi ocurrio en cultivo de |.
galbana, no fue igual en el cultivo de C. calcitrans, donde el mayor crecimiento
celular se presentd en el ambiente no controlado; lo cual se explicaria en que el
alga C. calcitrans, probablemente tiene mayores exigencias de cantidad de luz,
habiéndose observado que esta caracteristica se aprecia en el ambiente no
controlado, que fue muy superior al semicontrolado; sin embargo, es necesario
precisar que la gran ventaja de los cultivos en ambientes no controlados o
semicontrolados, es que se aprovecha la iluminacién natural, pero que no existe
control total sobre la temperatura ambiental, debido a las variaciones causadas
por el dia y la noche (Capa, 2010), por lo que los resultados son variables, es por
€S0 que en ocasiones, se obtienen resultados mejores a los hechos en ambiente
controlado, como es el caso de Lee & Kim (2002), Velasco et al., (2009), Essman
(2011), o menores como los de Durmaz et al., (2008), Renaud et al., (2002),

Bougaran et al., (2003), Sen et al., (2005) y Gopinathan (1986).

En lo que se refiere al cultivo de I. galbana, se adapté6 muy bien al ambiente
semicontrolado (25,15°C+2,85), sin embargo no fue asi en el ambiente no
controlado (25,7°C+3,4). Las curvas de crecimiento generadas para ambos
ambientes difieren entre si, sobre todo la fase de adaptacion, que en ambiente no
controlado se aprecia mas marcada donde se formoé un halo de células muertas
en los primeros dias, mientras que en ambiente semicontrolado practicamente

esta ausente. Varios autores sefalan que la temperatura de 25°C incide de tal
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manera que puede causar su muerte, debido a que afecta su metabolismo (Capa,
2010; Fogg & Kain, 1958; Kaplan et al., 1986), pues la temperatura influye el
llamado coeficiente de temperatura (Q10), donde la reaccion enzimatica se
duplica aproximadamente con un aumento de la temperatura en 10°C (Goldman &
Carpenter, 1974). Ademas, cuando la cantidad de luz solar es demasiado alta, las
células son incapaces de la “foto-adaptarse” con suficiente rapidez y es por eso
que se observd un halo de células muertas; pero una vez adaptada, no hubo
necesidad de sombra y el crecimiento fue 6ptimo; mientras que en el ambiente
semicontrolado, la sombra brindé proteccion del exceso de luz (Qiang &

Richmond, 1994).

A través del anadlisis de variancia se determiné diferencias significativas en el
crecimiento celular, habiéndose establecido, mediante la prueba de Tukey, que es
a favor del ambiente semicontrolado donde se observdé mayor crecimiento; sin
embargo, se ha encontrado que la tasa de crecimiento de este ambiente es menor
(0,65 div/dia) a la del ambiente no controlado (0,83 div/dia) e igualmente, el
tiempo de duplicacion es mas alto en el ambiente semicontrolado (1,55 dias) en
comparacién con el no controlado (1,20 dias), hecho que aparentemente
contradice los resultados; sin embargo, esto se explica debido a que la fase
exponencial duré menos dias y fue mas rapido en el ambiente no controlado, y
conociéndose que existe una relacion inversa entre la tasa de crecimiento y el

tiempo de duplicacién, esta ultima es mas baja.

En el ambiente semicontrolado, la presente produccion fue mayor a la de Shain et
al., (2009), debido a que en nuestro ensayo, el cultivo recibidé casi el triple de

cantidad de lux y a la de Cisneros (1995), a pesar de que uso fotoperiodos de
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24:0. Al parecer la luz es un factor que influye en el crecimiento, mucho mas que
la temperatura (Lopez et al. 1992), asi tenemos que entre 22 000 Ix y 74 000 Ix

existe un buen rendimiento (Obata & Taguchi, 2012).

En cuanto al cultivo de C. calcitrans, los resultados muestran que puede
rapidamente adaptarse a la nueva temperatura, sin pasar por una fase de
adaptacién (fase “Lag”), que represente una significativa muerte celular previa, ya
que de un cultivo en ambiente controlado (20,25°C+0,15), pasaron a un cultivo en
ambiente semicontrolado (25,15°C+2,85) y a otro no controlado (25,7°C+3,4); lo
cual coincide con Lai et al.,, (2013), que demostraron que se adapta bien a
cambios de temperatura (24°C - 36°C) y que ésta no afecta su crecimiento; en
esa misma linea, Renaud et al., (2002), encontraron que Chaetoceros sp. crece
muy bien a 30°C, evidenciando ademas, su tolerancia a altas temperaturas de
33°C y 35°C, con una moderada tasa de crecimiento de 0,53 div/dia; finalmente,
Banerjee et al., (2011), observaron que dicha especie crecié mejor al aire libre

(24°C a 36°C), que en el laboratorio (23°C).

El andlisis de variancia determiné la existencia de diferencias significativas en la
produccion celular entre tratamientos y a través de la prueba de Tukey, se
establecido que es mayor en el cultivo en ambiente no controlado; hecho que esta
intimamente ligado a la mayor velocidad del crecimiento y menor tiempo de

duplicacidén que presentaron las células en este tratamiento.

Con respecto a su cultivo al aire libre, Banerjee et al., (2011) y Lai et al., (2013),
al igual que este estudio, demostraron que los cultivos son viables en dichas

condiciones y que se obtienen resultados iguales o mejores que en el laboratorio,
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con una produccion de 4,3x108 cel/ml y 0,28 g/L, respectivamente; siendo el
primer resultado muy similar a este ensayo; y es que a diferencia de la luz
artificial, la composicion espectral de la luz solar puede producir cambios
fisiologicos y bioquimicos (Voskresenskaya, 1972; Senger, 1987). Sin embargo,
Raghavan et al., (2008), en el caso de cultivos de Chaetoceros calcitrans f.
pumilus, determind que su crecimiento se ve afectada a los a 30°C (1,8x10°
cel/ml) y establecié una relacion inversa entre temperatura y valor nutricional.
Corrobora lo anterior, Lopez et al., (2008), que cultivd C. muelleri, y a pesar de
que usaron medio Guillard f, sélo obtuvieron 2.88x10° cel/ml, densidad menor a la
alcanzada en este ensayo, pero no es asi cuando es cultivada bajo condiciones
controladas (Pereira et al., 2008; De Castro & Tavano, 2005). Por otro lado, en los
ecosistemas naturales, el efecto de la temperatura no solo produce cambios en el
crecimiento, sino que también afecta al metabolismo celular, la fotosintesis, y
absorcién de nitroégeno y fésforo. Por ejemplo Anning et al., (2001) propone que al
aumentar la temperatura de cultivo, la microalga aumenta la concentracion de
pigmentos y sugiere que al bajar la temperatura su actividad fotosintética
disminuye. Es mas, de hecho existen otros factores que también modulan el
efecto de temperatura sobre el crecimiento, tenemos por ejemplo la adicion de
CO: al cultivo de Chlorella vulgaris, que aun con temperaturas muy altas, ésta

sigue creciendo (Chinnasamy et al., 2009).

La temperatura de los cultivos varié entre 20°C y 29°C, correspondiendo a la
estacion de verano. El pH se incrementdé a medida que aumento la concentracion
celular, variando desde 7 a 7,5, valores que estan dentro de los rangos normales.

El pH comunmente se incrementa por la absorcion del ion nitrato, que es nivelado
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por la adicion de CO2 mediante la aireacion, ya que el aire contiene 0,03% de éste
(Capa, 2010). Aunque mediante los procesos de respiracion (noche) que acidifica
y la fotosintesis (dia) que alcaliniza (Riley & Chester, 1971), se mantiene un
equilibrio en el pH, aunque estos procesos no pueden controlar el pH

completamente, cuando el cultivo es denso (Guillard, 1983).



V. CONCLUSIONES

El ambiente de cultivo afecto el crecimiento y producciéon de las microalgas,
siendo mejor en el ambiente semicontrolado para /. galbana y en el ambiente

no controlado para C. calcitrans.

El factor limitante para el crecimiento de [. galbana es la temperatura,

mientras que para C. calcitrans es la cantidad de luz.

VI. RECOMENDACIONES
Realizar investigaciones con respecto a la adaptacion de los inéculos de /.
galbana y C. calcitrans antes de ser transferidos a los nuevos ambientes de
cultivo.
Realizar investigaciones con otros medios de cultivo y fertilizantes foliares de
uso comercial.
Realizar investigaciones en cuanto a la variacion de intensidad luminica y

temperatura.
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