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Abstract: Carotenogenesis of five strains of the algae Dunaliella sp. (Chlorophyceae) isolated from
Venezuelan hypersaline lagoons. We evaluated discontinuous cultures (Algal medium at 0.5 mM of NaNO,, and
27% NaCl) of five strains of Dunaliella sp. isolated from Venezuelan hypersaline lagoons (Araya, Coche, Peonia,
Cumaraguas, and Boca Chica) and one strain from a reference collection (Dunaliella salina, LB1644). Cultures
were maintained to 25+1 °C, with constant aeration, photoperiod 12:12, and two light intensities (195 and 390
WE.m2.s1) during 30 days. Cell count was recorded on a daily basis using a Neubauier camera. Totals of chlorophyll
a and carotenoids were measured at the end of the experiment. The largest cellular densities were measured during
the smallest light intensities. The strain with the largest cellular density was isolated from Boca Chica (8 x10° and
2.5 x10° cel.mI’* @ 390 and 195pE.m2.sL, respectively). The increment of light intensity produced a significant
reduction of growth rates in all strains. Totals of carotenoids by volume were as large as 390 pE.m2.s. Strains
LB1644, from Coche and Araya were those that produced the largest amount of carotenoids (38.4; 32.8 and 21.0
ug.mlL, respectively). Differences total carotenoids by cell between treatments were significant. The largest con-
centration was 390 LE.m2.s%. The strains LB1644 and Coche produced the highest values of carotenes (137.14 and
106.06 pg.cel, respectively). Differences in the relation carotenoid:chlorophyll a between the strains at various
light intensities was significant. Strains LB1644 presented the largest value of the relation carotenoids:chlorophyll
a (20:1) at 195 uE.m2.s™, No significant differences were detected in the strain Coche (15:1). All the other strains
showed relations lower than one. Our results suggest that the strains of Coche and Araya show potential to be used
in the biotechnology of carotenoids production. Rev. Biol. Trop. 53(3-4): 331-337. Epub 2005 Oct 3.
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Dunaliella salina es un alga clorofita pre-
dominante en ambientes hipersalinos, carac-
terizada por acumular grandes cantidades de
carotenoides, llegando hasta 14% de su masa
seca; lo que la convierte en una fuente poten-
cial de p-caroteno natural de importancia para
el uso en las industrias alimenticias y farma-
céuticas, asi como una herramienta til para
estudios bioquimicos relacionados con bio-
sintesis de pigmentos y mecanismos de regu-
lacion ante ambientes extremos (Borowitzka
y Borowitzka 1988, Cifuentes et al. 1992,
Gbmez et al. 1992, Masuda et al. 2002).

Diversos estudios han demostrado que
la produccion de carotenoides en D. salina
puede optimizarse mediante variaciones de
las condiciones de cultivo, las cuales incluyen
aumento de la salinidad, intensidad luminosa,
temperatura (Ben-Amotz 1987, Gomez et al.
2003) y/o limitacion de nutrientes (Borowitzka
y Borowitzka 1988, Borowitzka et al. 1990,
Mendoza et al. 1999).

En el tropico americano y especificamen-
te en Venezuela los estudios con microalgas
marinas se han dirigido, principalmente, hacia
la produccion de alimento para los primeros
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estadios larvarios de organismos acuaticos,
siendo escasas las investigaciones relacionadas
con la evaluacion de cepas de D. salina poten-
cialmente carotenogénicas, entre las que destaca
la de Marin et al. (1998), quienes evaluaron una
cepa de Dunaliella procedente de las salinas
de Araya, estado Sucre, Venezuela, cultivada a
bajas intensidades luminosas y diferentes salini-
dades y concentraciones de nitrato. En la presen-
te investigacion, como una forma de propiciar
el cultivo de cepas autoctonas de Dunaliella
productoras de carotenos, se evalud la caroteno-
génesis y el crecimiento de cinco cepas de este
género, provenientes de lagunas hipersalinas de
las costas venezolanas, cultivadas a dos intensi-
dades luminosas y elevada salinidad.

MATERIALES Y METODOS

Organismos y condiciones de cultivo:
Se utilizaron cinco cepas de Dunaliella sp.,
pertenecientes al cepario del Laboratorio de
Acuicultura, extension Plancton, del Instituto
Oceanografico de Venezuela, aisladas de
salinas de las costas venezolanas (salinas de
Araya, 10°37° N; 64°7” W, estado Sucre; sali-
nas de Coche, 10°47” N; 63°59° W, y laguna de
Boca Chica, 10°58” N; 64°0” W, estado Nueva
Esparta; salinas de las Peonias, 10°43’N; 71°35’
E, estado Zulia y salinas de las Cumaraguas,
12°06’ N; 69°54” W, estado Falcon) y una cepa
de coleccion, Dunaliella salina LB1644, utili-
zada como referencia.

Las microalgas fueron cultivadas en agua
de mar con una elevada salinidad (27% NaCl
w.vl) filtrada (filtros GF/F), esterilizada en
autoclave (120°C/15 min/15psi) y enriquecida
con medio Algal (Fabregas et al. 1986) con una
concentracion de 0.5 mM de nitrato.

Los cultivos (2 I, por triplicado) con airea-
cién constante a 200 ml.min2, se iniciaron con
8x10° cel.ml! y se sometieron a dos intensida-
des luminosas (195 y 390 YUE.m=2.s1) durante
30 dias, con un fotoperiodo 12:12 y una tempe-
ratura de 25+1°C. Antes de iniciar los ensayos,
y como mecanismo para aislar sélo Dunaliella
salina, las cepas se cultivaron en un medio

deficiente de fosfatos, Provasoli, durante 15
dias (McLachlan 1973) y luego se aclimataron
durante 30 dias a las mismas condiciones
ambientales mencionadas anteriormente.

Crecimiento celular y andlisis de pigmen-
tos: La densidad celular (cel.ml) de los culti-
vos se determind diariamente mediante conteos
de alicuotas en una camara de Neubaier. Las
tasas crecimiento se calcularon en la fase de
crecimiento exponencial mediante la relacion
establecida en Madigan et al. (1999).

Las muestras para los analisis de pigmentos
(5 ml, por triplicado) se colectaron al final del
ensayo y se centrifugaron a 4000 rpm durante
15 min. La clorofila a y carotenoides totales se
extrajeron a partir de las microalgas sedimenta-
das, utilizando una mezcla acetona:agua 90%.
La determinacion se realiz6 por espectrofoto-
metria (Wegmann y Metzner 1971).

Anadlisis estadisticos: Los datos se ana-
lizaron a través de un andlisis de varian-
za factorial, considerando como factores las
cepas Yy las intensidades luminosas. Cuando se
determinaron diferencias significativas entre
los tratamientos, se aplico la prueba Scheffé
(o= 0.05) de comparaciones mdltiples entre
medias (Sokalf y Rolf 1995).

RESULTADOS

Crecimiento: La Fig. 1 muestra el cre-
cimiento de las seis cepas de Dunaliella sp.
Las mayores densidades celulares en todas las
cepas ocurrieron a la menor intensidad lumi-
nosa ensayada. La cepa que alcanzo las mayor
densidad celular fue la de Boca Chica (8 *
0.403 x 106y 2.5+ 0.202 x 10° cel. mI* a 195
y 390 UE.m2.s71, respectivamente). En general,
la tendencia de crecimiento en las curvas fue
de incremento acelerado durante los cinco pri-
meros dias, indicando la fase logaritmica, para
luego alcanzar y mantenerse mas o menos a una
tasa constante, excepto el Gltimo dia cuando se
evidencia el inicio de la fase estacionaria. Esta
tendencia es mas marcada en los organismos
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Fig. 1. Crecimiento de seis cepas de Dunaliella sp. culti-
vadas a 27% NaCl (w/v), durante 30 diasa 195 (A)y 390
(B) UE/m?/s.

Fig. 1. Growth of six strains of Dunaliella sp. cultivated
to 27% NaCl (w/v), during 30 days at 195 (A) and 390(B)
UE/m?/s.

cultivados a la menor intensidad de luz. El
incremento de la intensidad luminosa en los
cultivos produjo una disminucion significati-
va de las tasas de crecimiento, particularmente
con las cepas de Coche y la cepa de referen-
cia (Fig. 2). Entre las cepas se determinaron
diferencias significativas (p< 0.001), donde:
Araya = Cumaragua = Peonia > Coche = Boca
Chica > LB644.

LB1644
Coche
Araya

Cumaraguas
Peonias
Boca Chica

Fig. 2. Tasas de crecimiento instantaneo (+ desviacion
estandar), en fase exponencial, de seis cepas de Dunaliella
sp. cultivadas a 27% NaCl (w/v), durante 30 dias a 195
y 390 UE/m?s.

Fig. 2. Rates of instantaneous growth (+ standard devia-
tion), in exponential phase, of six strains of Dunaliella
sp. cultivated to 27% NaCl (w/v), during 30 days at 195
y 390 HE/m?/s.

Clorofila a: El contenido de clorofila
a por volumen (ug.mlt) mostré diferencias
significativas (p< 0.001) en las seis cepas y en
las dos intensidades luminosas ensayadas (Fig.
3A). Las cepas LB1644 y Coche mostraron
concentraciones mas altas de este pigmento
a 390 ME.m2st, mientras que en las cepas
Araya, Cumaragua, Peonia y Boca Chica se
obtuvieron a 195 PE.m2.s™L,

El contenido de clorofila a por célula
(pg.celt) presentd diferencias significativas
(p< 0.001) entre las intensidades luminosas y
entre las cepas. A 390 UE.m?2.s se produjo la
mayor concentracién de este pigmento (Fig.
3B). Entre las cepas, LB1644 y Coche produje-
ron més del doble de este pigmento, particular-
mente a la mayor intensidad de luz.

Carotenoides totales: Los anlisis de
varianza mostraron diferencias significativas
(p< 0.001) entre los tratamientos en el contenido
de carotenoides totales por volumen (ug.mi?).
La mayor concentracion de este pigmento, en
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Fig. 3. Contenido promedio (+ desviacion estandar) de
clorofila a en Cg/ml (A) y pg/cel (B) de seis cepas de
Dunaliella sp. cultivadas a 27% NaCl (w/v), durante 30
dias a 195 y 390 UE/m?/s.

Fig. 3.Mean content (+ standard deviation) of chlorophyll
a in pg/ml (A) and pg/cel (B) of six strains of Dunaliella
sp. cultivated to 27% NaCl (w/v), during 30 days at 195
and 390 uE/m?/s.

todas las cepas, se obtuvo a 390 HE.m=2.s?, sien-
do las cepas LB1644, Coche y Araya las que
produjeron mayor cantidad, con concentracio-
nes de 38.40 + 1.920; 32.88 + 1.970 y 21.00 +
0.840 pg.ml, respectivamente (Fig. 4A).

Para el caso del contenido de carotenoides
totales por célula (pg.cel), éstos presenta-
ron diferencias significativas por efecto de la
intensidad luminosa (Fig. 4B), observandose
que la mayor concentracion se registro a 390
HUE.m2.s?; siendo las cepas LB1644 y la de
Coche las que produjeron los valores mas
altos de carotenos (137.14 + 6.850 y 106.06 +
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Fig. 4. Contenido promedio (+ desviacion estandar) de
carotenoides totales en Cg/ml (A) y pg/ cel (B) de seis
cepas de Dunaliella sp. cultivadas a 27% NaCl (w/v),
durante 30 dias a 195y 390 PE/m?/s.

Fig. 4. Mean content (+ standard deviation) of total
carotenoids in pg/ml (A) and pg/cel (B) of six strains of
Dunaliella sp. cultivated to 27% NaCl (w/v), during 30
days at 195 and 390 UE/m?/s.

5.300 pg.cel?, respectivamente), duplicando
los obtenidos por las restantes cepas.

La relacidn carotenoides totales:clorofila a
mostrd diferencias significativas entre las cepas
y las intensidades luminosas ensayadas. La
cepa LB1644 presentd la mayor relacién (20.0
+ 1.200) a 195 PE.m™2.s1, mientras que en la
cepa de Coche no se evidenciaron diferencias
significativas entre las dos intensidades, obte-
niéndose una relacion de 15.15 + 1.060. La
cepa de Araya alcanzé la mayor relacion (8.40
+0.756) a 390 HE.m2.s™. El resto de las cepas
mostraron relaciones inferiores a uno (Fig. 5).
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Fig. 5. Relacioén carotenoides: clorofila a (+ desviacion
estandar) de seis cepas de Dunaliella sp. cultivadas a 27%
NaCl (w/v), durante 30 dias a 195y 390 uE/m?/s.

Fig. 5. Total carotenoides to chlorophyll a ratio (+ standard
deviation) of six strains of Dunaliella sp. cultivated to 27%
NaCl (w/v), during 30 days at 195 and 390 pHE/m?/s.

DISCUSION

En esta investigacion se evidencio el efecto
que tienen las condiciones de cultivo estresan-
tes (altas salinidades e intensidades luminosas
y deficiencia de nitrdgeno) sobre el crecimiento
y la carotenogénesis de las cepas estudiadas,
lo cual ha sido observado en otras cepas
de Dunaliella (Ben-Amotz y Avron 1983,
Borowitzka y Borowitzka 1988). Estos facto-
res indujeron la carotenogénesis en las cepas
LB1644, Coche y Araya. El resto de las cepas
(Cumaragua, Peonias y Boca Chica) mostraron
una disminuida capacidad carotenogeénica.

La capacidad de produccion de carote-
noides de las cepas de Coche y Araya proba-
blemente fue generada evolutivamente por
las condiciones ambientales estresantes que
presentan las salinas de donde fueron aisla-
das, las cuales poseen temperaturas extremas
(27-37°C), altas intensidades luminosas y sali-
nidades entre 30-35% de NaCl, lo que favo-
rece la proliferacion de un reducido nimero
de especies de microorganismos; entre éstos
Dunaliella salina, que pigmenta las aguas
con un tono rojizo intenso. En este sentido,
Cifuentes et al. (1992) informaron que las
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condiciones ambientales de un hébitat deter-
minado pueden, en parte, ser las responsables
del desarrollo de la carotenogénesis en una
cepa particular de D. salina. Esta hipdtesis se
encuentra soportada con nuestros resultados, ya
que las cepas Araya y Coche fueron obtenidas
en muestras de agua con concentraciones sali-
nas superiores a 30% de NaCl y las restantes
cepas a concentraciones inferiores a 20%. Una
hipotesis alternativa es que las cepas Araya y
Coche son tipo Dunaliella salina y las restan-
tes tipo Dunaliella viridis; la evidencia de un
menor tamafio de estas Ultimas sugiere que las
cepas son especies diferentes. Por su parte, la
cepa de referencia (LB1644) aport6 los mejores
resultados de carotenoides en esta investiga-
cidn, ratificando asi su validada productividad
de carotenoides.

Las altas concentraciones de carotenoides
totales por volumen y por célula producidas
por las cepas de Coche (38.88 = 1.97 ug.ml?
6 106.06 *+ 5.300 pg.cel™) y Araya (21.00 *
0.84 ug.ml't 6 22.10 +0.88 pg.cel™?), asi como
la relacion carotenoides:clorofila a, sugieren el
potencial carotenogénico que presentan estas
cepas. Los valores obtenidos por la cepa Coche
son superiores a los citados por Cifuentes et al.
(1992), 8.1-42.4 pg.cel para cepas provenien-
tes de Chile (Antofagasta y Atacama); Marin
et al. (1998), 0.8-1.6 pg.cel’ en cepas de las
salinas de Araya, Venezuela; Gémez et al.
(2003), 47.7 y 26.9 pg.cel™* para cepas aisladas
de Chile (Atacama) y Egipto (Bardawil Lake),
respectivamente, pero menores que los infor-
mados por Cifuentes et al. (1996), 124 pg.cel*!
para otra cepa aislada del salar de Atacama
(Chile). A pesar de que se establecen compa-
raciones entre el contenido de carotenoides de
diferentes cepas de D. salina, resulta dificil
analizarlas en todos sus aspectos, debido a que
las respuestas en el crecimiento de esta microa-
Iga, como lo informa Ben-Amotz (1980), estan
influenciadas por una serie de factores que
interactUian entre si.

El aumento de la concentracion de carote-
noides totales en la mayor intensidad lumino-
sa ensayada, puede deberse a mecanismos de
fotoproteccion de la célula, como lo sugieren
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Ben-Amotz y Avron (1983). Estos pigmentos
pueden alcanzar mayores concentraciones si se
limita la disponibilidad de nitrégeno en el medio
de cultivo, lo cual pudo haber ocurrido en esta
investigacion, debido a que se utiliz6 una baja
concentracion de nitratos (0.5 mM). En este
sentido, Loeblich (1982); Ben-Amotz (1987) y
Marin et al. (1998) indicaron que el aumento de
carotenoides y el cambio en la tonalidad de los
cultivos se hace evidente en células estresadas
por deficiencia de nutrientes.

En relacion a los resultados obtenidos, las
cepas Araya Yy, particularmente, la de Coche
pueden ser consideradas como microorganis-
mos potenciales para su uso en la biotecnologia
en la produccién de carotenoides. Estudios
analiticos de pigmentos, haciendo énfasis en
el tipo de carotenoides, son sugeridos para
determinar dicha potencialidad para ser usadas
como productoras de carotenoides en activi-
dades de acuicultura. Con respecto a las cepas
Cumaraguas, Peonias y Boca Chica, se hace
necesario un estudio mas exhaustivo para corro-
borar su taxonomia ya que, a pesar de haber
crecido previamente en el medio Provasoli
(McLachlan 1973) a altas intensidades lumino-
sas y salinidades, que permite obtener cultivos
unialgales de Dunaliella salina, muestran bajas
concentraciones celulares de carotenos.
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RESUMEN

Se realizaron cultivos discontinuos (medio Algal
con 0.5 mM de NaNO, y 27% de NaCl) de cinco cepas
de Dunaliella sp., aisladas de diferentes lagunas hipersali-
nas de Venezuela (Araya, Coche, Peonia, Cumaraguas y
Boca Chica) y una cepa de referencia (Dunaliella salina
LB1644). Los bioensayos se mantuvieron a 25 + 1 °C
con aireacion constante, fotoperiodo 12:12 y dos intensi-
dades luminosas (195 y 390 pHE.m?2.s?) durante 30 dias.
El crecimiento celular se determing diariamente mediante

conteo celular en cdmara de Neubater. La clorofila a y los
carotenoides totales se analizaron al final del ensayo. Las
mayores densidades celulares correspondieron a los ensa-
yos de menor intensidad luminosa. La cepa que alcanzo la
mayor densidad celular fue la aislada de Boca Chica (8
x108 y 2.5 x10% cel.ml* a 195 y 390 pHE.m2.s%, respecti-
vamente). El incremento de la intensidad luminosa en los
cultivos produjo una disminucion significativa de las tasas
de crecimiento en todas las cepas. Los carotenoides totales
por volumen fueron mayores a 390 YE.m2.s%; siendo las
cepas de referencia LB1644, Coche y Araya las que produ-
jeron mayor cantidad (38.4; 32.8 y 21.0 pg.ml, respecti-
vamente). El contenido de carotenoides totales por célula
en los dos tratamientos fue significativamente diferente,
obteniéndose la mayor concentracion a 390 HE.m2.sL. Las
cepas LB1644 y Coche fueron las que produjeron los valo-
res mas altos de carotenos (137.14 y 106.06 pg.cel™, res-
pectivamente). La cepa LB1644 present6 la mayor relacion
carotenoides totales:clorofila a (20:1) a 195 pPE.m?2.s7,
mientras que en la cepa Coche no se evidenciaron dife-
rencias significativas entre las dos intensidades (15:1). El
resto de las cepas mostraron relaciones inferiores a uno.
Nuestros resultados sugieren que las cepas Coche y Araya
pueden ser potencialmente utilizadas en la biotecnologia
de produccién de carotenoides.

Palabras clave: Dunaliella, pigmentos, carotenoides,
Venezuela.
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