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I.~ ITNTRODUCCION

Fn los ultimos afios las investigaclonas sobre lis al~-
gas han 1do cobrando un craeciente interes, debido a las pro-
pledades que se han encontrado en ellas, ¥Bn la actualidad =
al género Chlorella se 1¥han encontrado entre otras aplica«
ciones, la de actuar como indicadora de slementos traza con-
taminantes del agua, en la descumposicidn de compuestos fené
licos, en estudios sobre el sefecto de los herblicidas en al =~
suelo, ademas de la Imporiancia que estd adquiriendo este --
gdnero en la rurificacion ds aguas de desecho, y en las in--

vestigaciones sobre su valor rutritivo.

El género Chlorella ocupa una posicién especial entre

oY

los otros paneros del orden Chlorococcales., Sus especies po
seen células esféricas o elipsoidalas, variando su tamaRo de
2 a 10 u, muestran un ciclo de vida muy simple, teniendo lu~
zar su reproduccién por autosporas. FEn cuanto a variedad de
elementos nrtriclenalas, raguiaren muv rozos v en cultivos -
crecen mds rapidamente que otrus organisros sobrepasandolos
facilmente (Fott, 1969). Las espocies pequefias de Chlorslla
han sido consideradas muy simllares a las bacterilas, tanto -
por su tamafio como por su fac:lidad para cracer en medlos --
simples y obtener cultivos puros (Beijerinck 1930). Pero ==
cuando son mantenidos bajo variadas condiciones, muestran dj
ferentes formas de creciniento como raspu=sta a nutrimientos,
pH, vitaminas etc. En cuanto a la distribucidn del género,
se 1a ruede crmsidnara» cesmepolita, encontrdandose tanto an =

wiias dnleces core an yruas marinasg algunas aspecles son - -
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aéreas, ereclendo en el suelo, cortezas, madera etc., otras
)

espacles son endozoicas (14).

1 propésito del presents trabajo es el de tratar de
contribuir al conocimiento del geénero Chlorella, mediante =
el ensayo de las técnicas de cultivo y alslamiento en condj,
ciones de laboratorio, tratando de establacer su dptimo de
cracimiento en medios de cultivo liquidu ¥ su adaptabilidad
a dos suclos diferentes, en ésts dltiro casc mediante la ~-
estimacidn de la materla orgdnica vy el nitrdceno total in--

corporados.

Se pretende que el presente trabajo sirva como estfmg
1o a futuras investigaciones que avuden a incrementar sl co-

nociniento y aplicabilidad de estos organismes,
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II,~ REVISION DX LITERATURA

1) Morfologfa y clasificacidn.~ El género Chlorells
esta colocado en el orden chlorococcales, en la familia - =
Oocystaceas y en la sub familia Chlorelloidae (Fott 1959), -
El género mas cercano es Sideroceli (Fott 1934) del cual di=-
fiere por presentar una pared celular verrugesa (en Foti - -
1969). En Chlorella vulgaris var. vulgaris Beijerinck, las
células son elipébidales o esféricas, la célula madre a--
proximadamente esférica,no se gelatiniza durante la forma- -
cidn de esporas, Los cloroplastos tienen forma de copas o =
de cinturdn angosto con aperturas irregulares, poseen dife-~
rentes pirenoides que se encuentran cubiertos con granulos -
de almicdn; presenta vacuolas, algunas veces son numerosas y
otras ausentes, conteriendo glébules de 1fpidos en su inte-=
riop. Se raproduce por 2 a 16 autosporas. Los fragmentos -
de la pared de la célula madre, son alargados ¢ irregulares
segin 21 medio de cultivo, el esporangio mide arrlba de § u.
Se encuentran en sueloy agua y aire.

Chlorellis yulgaxis fue descrita por Beljerinck en su
artfculo clasico de "Chlorella y su cultivo", cuya descrip--
cion es corta pero se acompafia de esquamas con los cuales ==
ruede facilmente ser reconccida segin lo menciona Fott (24).

La mayorfa de las cepas de Chlorella vylgarls estudig
das por Fott, corresponden a la variedad vulgaris, en la - -
cual la célula muestra una gran diversidad en el tamafio, - ~-

2.5-1C ® ; los cloroplastos slempre son parietales y sus ==



aherturas pueden variar considerablemsnte, los pirenoides con
granulos de almiddn visibles o sin estos, 1la produccidn de -
1{pidos o aceltes y almiddn es tarbidn muy variable, asf co-
mo el numero de vacuolas, el de autosporas y el grosor de la
pared de la cdlula. Como cultivo tipo se tiene la cepa 651-
ginal aislada por Beljerinck, mantenida en el Centro de Cul-
tivos de Colecciones de Delft, la cual fua aislada por Beije
rinck (No, 211-11b)., En esta cepa tipo, la pared de la cdly
la madre es evidentemeuts en forma de bolsa y las autosporas
son liberadas suceslvamente por una apertura, la cual tlens
a los lados unas incisiones; finalmente la pared de la célu-
la se rompa en fragmentos, casualmente de cuatro, qus pueden
ser triangulares, en forma aslargada o Irregular; estos frag-
mentos de la pared celular tiene una coloracidn rojo-rutenio
-~ que pusde ser de acuardo con Soader (14) una buena carac=-
terfstica de Ghloyells wulzaris v de Chlcrells III de Kesg-
ler (21). F1 concepto de Chlorella vulgarig var. wulzsris =
difiere del de Shihira et Krahss. De hecho su C. yulgayls -
no es toda €, yulgaris como la dascrita pror Beljerinck, pero

es identica a C. lyteovirides des Chodat,
Shihira y Krauss han considerado que las respuestas =
al crecimiento en ambas cepas invasiigadas, la descrita por
Beijerinck v 1a descrita vor Chodat son las mismas. Sin em-
bargo el tipo de C. vulegarys v el tivo de C. Jutecvirides =--
han sido separados por Chodat en dns »siecies, 2s5ta descrip-
cidn es vdlida y hecha de acusrdc con el cédigo ¥y an adjiclon

a e:to son fislolépicamente iferantes, La concepeidn de w-

Ihibira v Krauss gcoren 72 la savenae?ds e 7, vilnarty 3osu
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 variedad lyteovirides, no o~std ain bien definida.

Kessler et al (22) han demostrado que algunas cepas =
que Fott considera de la variedad wulgaris muestran una ddwm
bil actividad de la hidrogemasa , 1o cual es una caracte--
ri{stica de C. fusca, pero no de C. wyulegaris. La actividad =
de la hidrogenasa €s una caracter{stica muy importante en
la taxonomf{a de Chlore y pero como en la varledad yulearig
esto no estd relacionado con alguna diferencia estructural,
(ellos considsran a estas cépas con la capacidad de ser una
forma bioqufmica de la var. yulgarls y proponen que se desig
ne en forma tertia, forma nova., Esta forma es 1déntica a ==
Chlorella 111 segﬁn Kessler et al’ ., %1 mismo autor concluye,

que la presenciz de hidrdgenasa en Chloralla es evidendia de

su edad filogendtica. Generalmente las algas y las plantas
superioras han perdido la capacidad de usar la hidrdgenasa =
para la reduccion del CO2. Algunas especles de Chlorells ==
han perdido completamente la actividad d= la hidrdégenasa por
ejamplo C. Iutsovirides. ©Sin embarge C. wvulgarls con excep-
cion de la variedad yulgaris forma tertia o forma nova, s$0lo
han perdido en parte esa capacidad.

Bl criterio fisioldgico y biogufmico sobre la activie
dad de la hidrégenssa, formacidn de caroteros secundarios ==
(astaxanthina y cantaxanthina) y la tolerancia a la acidez,
han sido utilizadas también por E, Kessler (2i), (22), (23)
para su clasificacidn.

Ls otra forma fisiocldgica de 1a variedad vuleards, pu

do sar una ca2pa alsla’a por Choda’ v rombrpada por Al L, yul-
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garis var. yiridls. Shihira et Krauss la consldaran C. infy
sionum Beljerinck caracterizada por las siguientes respugge
tas de crecimiento: Con glucnsa se estimnla grandemente, con
galactosa solamente en presencia de la luz, la manosa inhibe
el crecimiento fuertemente eon presencia de la luz, los acets
tos promueven el crecimiento en presencia de la luz pero no
en la obscuridad.

Sin embargo, hay algunos hachos morfoldgicns y estrug
turales que distinguen la cepa de Chodat 211 ~ 12, en el cul
tivo de la coleccidn Cambridge, de la variedad yulgaris. La
pared celular es insignificantemente mas gruasa., Fn cultivo
las células grandes son dos veces mas grandes que 1as célu--
las vegetativas normales (arriba de 12 u.) y estan llenas de
una gran vacuola, la cual presiona el protoplasto hacia la -
parad de la e¢élula. Estas cédlulus son capaces de reproducir
se formando irregular mimero de autosporas algunas veces de
tamafio desigual., Z1 numero de autbsporaé es mayor gue 2n la
variedad yulgaris forma yulgaris, Fott plensa gue esta cepa
sea colocada en una unidad taxondmica inferior en el rango -
de variedad y la llamarfan var. yulgaris forma viridls - -
(Chodat comb., nova (14},

Andreeva (3) considera que ei tapafc de las células -
para ser empleado en Taxonorfa, depende de la composicién Yy
concentracion de las sales en el medio de cultivo 1n0rgénico,
de las ccndicicnes del cultivo, de la ceps a la que pertene=
ce, de sus caracter{sticas individuales y de la edad del cul

tive.
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2) Técnicas ce Cultivo.- Los primercs investigadores
que cultivaron el género Chlorella fueron: Beijerinck 1890,
Kruger 1894, Artari 1902 y Chodat 1909, estudiaron las espe-
cles aisladas por métodos fisioldgicos, llegando a dar des--
oripciones worfoldgicas. Consideraban que las caracterf{sti=-
cas mds seguras pars la identificacidn de la especie, son ob
servaciones tales como: que el azicar fue la mejor fuente'de
carbono, 0 c¢uales compurstos nitrogenados estimulan el cre-
cimfentc heterotrdfico; sus experimentos fuercn acompafiados
por detalles sobre el color del cultivo y epariencia de la -
colonia en el agar. DBeijerinck consideraba que el crecimiep
tode C., vulgaris sa ve estimulado por la glucosa, Warburg =
se ocupS también de estudiar la taxonorfa de Chlorella ya ==
que esta alga. desde entonces ha sido empleado en muchos exps
rimentos de fisiologfa y bloqufmica. Bn 1949 Bold prepard -
un redio para el cultivo do Chlorella, conocido comc medio -
basal de Eold,y 21 cval ha sido empleade comummente vor Fott

y sus seguldores en sus investigaciones taxondmicas (14).

Chlorellia ha sido cultivada en muy diversos medios, =
inclusoc con una alte radioactividad, en uns atmdésfera de - =
C 14, Karpov (20) rerorta que hay un increm=nto en el péso =
del eultivo, cuando la mitad del CC2 de la atrdsfera es rar-
cada con C 14,

Agse et al (2) emplea para su cultivo solucicnes pre-
paradas de sguas de desecho humanas mineralizadas, en estas

soluciones libres de substancins tdxicas v corregidas conve-
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nientemente las sales minerales, las ha usado para cultivos
intensivos de Chlorella., Otro medio de cultivo es preparado
con agud mineral colectada an primaverae en la “Roupif" loca~
lizada cerca de Petrich, (Bulgaria). Pl agua mineral contis
ne una gran cantidad de hidrocerburos que dan una‘;ccién an=
mortiguadora que estabiliza el pH, mieniras la densjdad de =
la suspensién aumenta , Dilov et «£7(11).

Von Then Loung et al (48), reportd la obtenciéi da of
lulas gigantes de C. yulgaris que fueron cultivadas en’ffies o
dios de giucosa, mantenldos en la ovscuridad por un per{odo
de 10 a 14 dfas, con capacidad de divisidn y de'produccién -
de pigmentos, pudiendo recuperar su actividad fotosintética,

Segin Dilov et al (9) so pueden obterer muy buenos =-.
cultivos con temperaturas que pueden variar: de }os:20°.a los
40° ¢,

Las condiciones ;éﬁ favorables para mantener un cultj
vo de Chlorella por varlos meses, es almacenindola en tubos
con medio agarissdo a una temperatura de 4° a 6°C, y o1 ma-
dio cublerto con una capa de egua estéril, Pimenova et al, =
(35).

Los cultivos de Chlorells por lo ganeral estan agom==
pafiados de una flora bacteriana abuﬁdante, qua en algunas =
ocasiones llega a producir un decremento en los cultivos de
esta.

Pimenova et al (35), (26), realizaron estudios para de
terminar toda la flora que se ancuentra en un cultivo da = =

Chlorella, encontrando que los crganismosformacoresde esporas
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que acompafian a Ghlorells, estan representados por bacterias
del génaro Bagillus, siete formas fusron alsladas pertena- -
cientes a ires aspecles: B. mesepntericus, B. pegaterium y B.
pseudotetanicys; mientras que las formas dominantes que no =
estaban en esporulacién fueron: domopnass Mycobacte s

Flavobacterium v Micrococeys.

Iit Chfield et al (27) reporta tamblén como microflo~
ra acompafiante a los géneros‘Psendomomas, 8 acter, - -
Flavobacterium y Bacillup. {Matusiak et al (30Y;'reporta un
grupo de bacterlas gram=-negativas perteneclentes al género -
Pseudopomas de los grvpos II, III y IV,

‘Todos los autores que han hecho estudios sohre la flofa hac-
teriana de Chlorella, estan de acuerdo en que el género Pgeu
domomas es el mas frecuente, por 1o que se le puede conside-
rar caracter{stico de los cultives de Chlorella.

En la revisidn bibliOgréfica se habla de expsrimentos reali-
zados con cnltivos purcs, pero al no mensionarse las tednfi--
“cas de aislamiento del cultivo y siendo este, uno de los pun
tos del trabajo, nos parece pertinente mensionar a continua-
cidn la técnica empleada por Acorinti (1) para el zf}lamien-
to de Senedesmus ohlicuos y que fue la empi;ada por nosotros
para Chlorella durante el prqsente trabajo.

Otro de los factores de primordial importmcila en el
culiivo de algas, es la prOporcién ds los macro y wmicronuirji
mentos sn los medlos de cultivo,

Desde los primeros cultivos puros de algas efectunados por w=

Beijerinck {14) la mayor{a de los investigadores han coinci-
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dido sn clasificar a los elementos nutricionales de las ale-
gas como sigue:

Macronutrimentos : ¢, H, 0, N, P, S, Ca, Mg, K ¥ Fo.,
elementos menores imprescindibles: Fe, Cu, Zn, Mn, Co, y Mo.,
y elementos traza como por ejemplo: Li, AL, I, T4, Sn, ¥ V,
(38).

Otros autores consideran ademds la existencis de fac—
tores de creciriento tales como vitaminas By, Bjp o Blotina
y alpgunos aminoacidos espec{ficos que estimulan'%a manera eg
pecial, el crecimiento de algunas especies (38).

Se ha estimado que el 70% de las especles de alges planctoni
cas requieren de vitamina By, (38).

Richardson {41) encontrd, que ciando se hacen cultiee
vos en los cuales se reduce sl N, baja la produccidn de 0xf-
geno, el gasto de CO,, la clorofils y la produccidn de teji-
dos son drésticamente reducidos, psro el cohtehido total de -
1fpidos no es alterado en sus valores calériccs.' Rl nitrige
no celular puede faltar en u£ 3% del peso seco, LAS Sin epe—
bturgo puede ocurrir un incremerto en el sistema de 1f{pidos.
Pinavich (37) reporta que cuande e% eliminado el Mg del me~-
dlo de cultivo, disminuye el grado de heterogensidad de la
protefna total, incrementando el nﬁ&gro de formas molesculares,
de enzimas ¢ induce a la formacion de fosfatos alcalinos; eg
tos s{ntomas oueden desaparecer después de diez dfus de cul-
tivar el alga en medio nusritivo corpleto.

Variando la cantidad y la fuente de N, Calageanu (45) ottuvo

un 6pt1mc de produceidn en la bicmusa, vrotundo varics tipos

de medio nutritivo para {. vulgarls ¥ Scenedespus asutiformis;
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empleé medlo de Knop y diferentss concentraciones de urea y

ds nitrato de amonio, determinande sdemas de la biomasa la =
intencidad fotosintética, llegd a la conlusidn de que el me-
jor medio sra aquel en el que se emplec urea y nitrato de -
amonio a una concentracidn de 0.6 gr/l y de 0.15 gr/1 respeg
tivamentae,

Kostlom et al (25) sostlene que las altas concentraciones de
P en ol medlo, favorecen el contenido de vitaminas solubles

en los cultivos de Protococcales.

Fogg (15) setials las caracter{sticas del crecimriento

algal, en cultivos de volumen limitado, considerando que un
medio conteniéndo 1los elsmentos nu£r1tivos necesarios, orgd-
nicos o inorgdnicos, puade ser inoculado con un relativamen-
te pequefio nimero de células y pnesto en buenas condiciones
de iuz, temperatura y aereacién, nos dara uﬁ incremento en =
el nfmero de células, siguiendo un patrdn cavacterfstico en
el cual se reconocen lss sigulentes fases: (1) fase lag o ==
de induccidn, en la cual no incrementa el numero de eélulas.
{II) fasc oxponmencial, en la cual 1a multiplicacign de las ~
células es mapida v ol numero se incrementa en progresidn =-
geométrica. (I1I) fase de declinacidn con crecimiento relati
vo, (IV) fase estacinnaria y (V) fasec de muerte,
El hecho de que en volumenes limitados cesen su creciriento
exponenclal, se debe a varlos factores: 1) agotamiento de ny
trimiantns: por ejem, las algas que tienen requerimientos or
ginicos para su creciriento tales como vitamina Bipy pueden

tener un perfodo de crecimiento limitado por surlir estos fag

{



- 12 -

tores,y 2) suministro de 002 u oxigeno,en cultivos estiticos en
un medio mineral en el cual, la tasa de difusidn del €0, dentro
del cnltivo es limltado, conduciendo s una relativamente baja -
densidad de pohlacidn..3) alteraciones del pH en el medic como
resultado de la absorcfdn preferencial de slgunas pgrticulés del
medio. Comunmente el nitrdgeno es suministredo como una sai -
de amonio, la absorcidn preferencial del ion amonio, produce en
el medio bastante acldez durante el mrecimianto. Le absorcidn-
del 10n nitrato produce un incremento dé pH, pero &8t0 es amor-
tiguado en el medio tomando mas d{c6xido de carbono. 4) reduc-
cidnde la intencidad de la ldz por el cultivo mismo, debido a =
la densidad del del cultivo., 9) autOinhibicién, hay claras -=
evidencias de que ciertas algas, producen substancias toxicas -
para ellas mismas en el curso de su metabolismoy esto puede rom
per el crecimiento exponenclal (215),

3) Estudios de aplicabilidad.- Sivko et al (47),(48) Po-
lyanichka (39), Hermenik (17}, han estudiado a Chlorella vulgs-
ris como mao de los microorganismos, entre otros, que intervie-
nen en la purificaciam de aguas de desecho, asi como la simbidsis
de algas y bacterias pars remover y concervar los nutrimentos -
dentro de las sguas de desecho, lc cual Se logrs atraves de proe
cesos fotosimteticos y da aireacion ‘én tanques blologlcos de
diferentes profundidades.

Entre los trabajos que reportan a 8lorella ‘gglgar;s como fuef
te alimenticia, %enemos al de Ogutu et al (32} que realizd =

estudios sobre una dieta de Chlorella fermentada en relacidn
——anlin g
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la fiora'fecal de cuatro puercos v comparéndola con -
una dieta comercial anterior; al cabo de 2 semanas habfan w=
disminuido en la flora bacteriana fecal los siguientes gru--
pos de bacterias: Streptococci, Velllonellae, coliformes y -
Estafilococel. Bn la tercera y cuarta semana,se coservd un
increéento considerable en cuanto a Pediococel ocurriendo al
gunos cambios envel interior del tracto digestivo que permi-
tieron a estas bactarias su supervlivencla. La dista con = -
Chlorells fermentada, no ejerce influancia en cusanto a la ~=
cantidad de lactibagilll, bacteriales y bifidobacteriales =

anasrobias y en particular a Psphostrentococcus elsdensi que

fueron encontradas.

Krilenko (24) ha hecho estudics en Tilaplia mosambica

alimentandola con Chlorella wuigaris, encontrando que aestos
peces tienen un mejor desarrollo que el grupo testigo.

No solc ha sido empleada Chlorella en @xperimentos ==
con animales, ya que en el Japdén se ha sumini strado, extrac-
to de ésta, sn canlidad de 30 mg, durante 100 dfas, a una pg {
blacidn estudiantil, observéndose el afecto en el grupo COF i
(Factor de Ghlorella premotor del crecimiento) en 41 vieron !
que la velocidad de crecimianto de los nifios de So‘grado en
relacldén con los testigos, fus mds grande. Fujimoto st &l (16).
Camardn et nl (8) reporta en suelos dal antdrtico a £. yyule-
garls como 1la Unica algza verds encontrada en esa regidn; sus
astudios con el ricroscopio elactrdnico son de valor en las
investizaciones rierobialdglzas de asoclacionns de 21235 ¥y =

suelos, S

R
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Bailey et al (5) empled Chlorella, Nostoc y Uscillatoria, =-
para madir la estabilidad al agna de los agregades del suelo,

Tncontrd que csda alga incrementa significativamente, el por

centaje de agregados del suelo \pgpuss de seis semanas de ip
cubacién; los agregados formados por Ngggcg'y Osclllatoria,~

de 1000 & 2000 u de didmetro son estables al agua, para = =
Chlorella los agregados estables son de 500 a 100 u, mien- =
tras que en el suelo control los agresgados estables son meno
ree de 295 u.

En la detececldn de elementos traza en grados eontaminantes,
Chlorslla se comporta de diferentes formas, Shiel (46) conw-

gidsra qus el Bg intervisne en la rsgulacién del X, cuando

§

o

se encuentra en niveles de 2 u molas de hg/l, estimula sin

fectar el nivsel internc de K, psro cuando se adicinna HgCl

en un nivel de 8 u molas de Hg/l., causa un rompimiento en
la permeabilidad de la membrana de Chlorslla, que se indica

por influjo neto de ¥ interno,.

Nollendorff (31) encontrd que‘a concentracicnes de Cr arriba
de 0.5 mg/l, el crecimiento del cultivo se ve inhibido y ba=-
ja 1la productividad. Las d3sis tdxicas de Cr en ol medic --
nutritivo, dan como resuitado un decremento considerable en

las protefnas de las cdlulas, causmdo ademds la destruccidn
de la clorofila, |

Con relacidn a la cepacidad que tiens esta alga para la des-
composicidn del fenol. se ha visto gue se realizs en culti=-
vos puros y mezcelados. Los prbcasos bioldricos de las algas
rueden descomponer el fenol, raro 2010 4 clertas coneentra-e

219193, avujo de 500 mg/l se runsap viaplery 1 pueden jes-<
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componer a 1C00 mg/l, en camblo en concentraciones de 1500 =
mg/l en la mayorfa de los casos son letales para lss alzas.
Muchas vecss 1los cultivos combilnades de algas y bacterlas =
con capaces de descomponer mas eticazmente el fenol que en -
cultivos puros, Sivko (47).

Los herbicidas dessempefian un papel muy importante en la ell-
minacion de malszas, pero cuando son empleados #n fuertss =-
cantidades, no sélo afectan a estas sino a toda la comunidad;
a este respecto ha sido obssrvada la asecidén de algunos herbi
cidas tales comos Nitribuzin, Trlazine y Cyclohexil sobre vg
rias especias de algas del suelo en cultives liquidos, agro-—
gandose 0,05, 0,10, 0,50 y 1.0 p.pem. de los herbicidas; pu=
do observarse gque Anabaena no fue afectada a 0.05 ppm, pero
no crecid en las siguientes concentraciones. Chlorella y = =

Clamydomonas no puedieron crecer en presencia de 0.5 ppm de

Ritribuzin y Cyclohexil. Pero de ambas, las Clamvdononas son
T3 afectadas por los herbleidas, en tanto que Chlore as

mas resistents, Arvik et al (4), =



- 16 -

III.~ MATERYALES Y METODOS.

1) Colecta y aislamiento de las algas.~- Scbre la ca--
rretera Cuernavaca-Cuautla a 1.250 MeSoNalMey lugar que co- =
rresponde a la antigua falla del Cafidn de Lobos del grupo de
fallas post-cretdsicasy dicha falla, tiene rumbo hacla el ng
roaste, por una distencia de cuando menos 12 k. a través ==
del anticlinal de Tecuman (17) Fries. )
Se colectaron en el km., 19.5 las muestras de rocs caliza, -
que presentaron crecimientc algal visible, las muostras de -
roca se encontraban aflorando. Para la colecta se utiliza~-
ron frascos estériles.

Cultivo mixto o imperfecto.~ Se tomd asépticamente ==
una pequefia porcidn del respado de lac muestras de roca, co-
mo indculo y se depositd en tubos con medio Detmer lfquido -
(1), a pH de 8.9 previaments esterilizado., Los tubos se ip
cubaron a terperatura de 22°a 25°Cj; utilizandose ldmparss ==
flovrescentes de 40 Watts, a una distancia de 15 cm. Aproxi
midamente cada 1C dfas se hicieron resiembrasyutilizandose -
al método del centrifugado para eliminar la contaminacién -
bacteriana (1 ). A

Cultivos S6lidos.- A partir ‘de los cultivos 1f{quidos
de la Ultima trunsferencia, se prepararon diluciones 1:10 y
1: 1000, de cada dilueidn se tor? 1 ml., como indcule para cg
jas Petri con medip Detmer solido a pH 7.0, el fmdculo fue -
distribuldo homogeneamen*e en la placa y seo incubd en 1lasg ==

mismas condiciones que los cultivos 1fquidos.
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Cultivos Unialgales.- Estos cultivos se obtuvieron nme
.diente reslembras sucesivas de medios sdélidos a lfquidos y -

de 1fquidos a sélidos,seleccionando como indculos a las colg
nlas mds alsladas y carmcterfstlcas.

2) Purificacidn del eultivo,- Para tratar de eliminar
las bacterias aconmpafiantes del cultivog,se emplsaron dos méto
dos, uno consistid de lavados y centrifugados sucesivos ¥ en
el otro se adiciond entibidticos directamente al medio de ==
cultivo. v
Tomando como referencia el método reportado por Acorinti (1)
para la eliminacidn de bacterias en un cultivo de algas, se
hicieron pruebas preliminares, sn las cuales la mpestra se =«
centrifugé a 3000 rpm durante 10,15 y 20 min. en tres ocasip
nes, ehcontrdandose que el cultive centrifugado durante 15 ==
min.,fue el mas adecuado pars este fin, repitiéndose la ope-
racidn como sigue:

Se centrifugaron 2 ml. de la muestra dilufda sn 6 mi. de a--
gna destilada en ccndiciones estériles, se decanta el sobre~
nadante, ¥ el conglomerado de células se rasuspends en 8 ml.
4e agna dastilada estéril, repitiéndose tres veces la opera-
eidén. Bn el dltimo lavado,la muestra se sembrd por cuadru--
plicado en tubos de ensayo que contenfan 10 ml. de medib - -
Detmer original, inoculandc con 1 ml cada tubo bajc condicig
nes estériles; de estos tubos se hicieron tres siembras en =
placas de gelesa simple por quintupllcado,colocando 1 ml por
placa, la primera fue hecha inmediztermante después del trata

miento, la segunda a mediacdos de la adsd del cultivo (9 dias)



- 18 -

¥ la tercera a los 18 dfas de Lfncubacidn, sezbrando junio con
estos un testieo.

En el segundo método se emplad estreptomicina agragada an dd--
sis de 100, 80, 60, 45, 30 v 15 microgramos por ml. de medic =
de cultivo.

Los cultivos que contenfa c&da una de las diferantes dosis fug
ron inoculadss de la misma forma gue 103 anteriores, y también
en aste caso 39 hicieron tres siembras de 1la misma forma que
para la muastra cantrirugada, :

3) Detarminacidn del medio de cultiwo dptimo. Para la =
obtencidn del medio dptimc (en el que se cbiiens la maxima po=-
blacion) se utilizaron los medios de c¢mltivo que 2 continba= ~
cidn se enumeran:

- A) Medios Lfquidos.- Se prepararon diferentes medios de culti~
vo, teniendo como bags el medio de Detmer original y el Detmer
modificado raportado por Acorinil (1) a los cuales se las hicle

ron algunas varilaciomnes,

MEDIOS PROCEDIMIENT 05
Detmar 1fgquido criginsl:  Nitraic de calcio 1.00 g/1 de agua destilada
Fosfsto monopatiasico 0,25 g/1 " n -

Sulfato de magnesio 0.25 g/1 %" " n
Gloruro de potasio 0.25 g/2 " v "

Cloruro de fierro vestigos

Detmer 1fquido modificado con micronutrimentos (1)
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Detmer 1fquido original con

uwrea:

Detmer 1fquido modificado -

con ureas

Detmer 1{quido original con
urea filtrada g

-+

Detmer 1fquido original sin

tratoss

Detmer 1fquido original sin

potasio:

Detmer 1{quido original sin

fésfero:

En este caso, la fuente de ni-
trdgeno fue urea en lugar de
nitrato de calclo asteriliza-

do an: autoclave,

Se substituyd el nmitrato de =

calcio por urea.

Se cambio la fuente de nitrd-
gene en igunal forms, pexo a -
diferencia del medio anterior,
se esterilizd haciéndolo pa==-
gar por un filtrc milipore, =
Gelman Matricel con un poro -

de 0.020 u.

Se substituyd el nitrato de -

calcio por sulfato de calcio.

Se substitutd el cloruro de =
potasio y el fosfato de pota-
sio por clorurc de sodio y ==

fosfato de sodlo.

En el cual fue substituido el
fosfato monopotésico por ¢lo=-
ruro de potasio en la misma -

provorcidn.



Detmer 1fquido original sin

magnesios

.

Detmer 1{quido original conm

sulfato de Amonio:

Detmer 1{quido mbdificado --
8in nitratoss

Detmer 1fquidc original con

vitamina Bl

Detmer 1fquido original con
vitaming Bl2,

Se prepararon dos medios, en
uno de ellog se substituyd el
sulfato de ragnesio por 61 =«
sulfato de calcio y en el otro-

por sulfato de amonio.

Se substituyd el nitrato de -
calcio por el sulfato de amo-

nio,

Se substituyd el nitrato de -

calclio por sulfato de calcio,

Vitamina B, (Carnot)a una con-
centracidn de tres microgra~-

mos por litro.

Se usd la misma concentracidn
que la anterior (vitamina B12
Carnot). Fogg (15),

Hedio basal Bold; usado por Foet ( 14 para el cultive de Chlo-

zedls.

Detmer 1{quido original con
perfodos de luz y obscuri--

dad de 8 horas,

Madio a bage de extracto de

roca.

MBLESTECD SRATERAN

U M,BY B

Se prepard de la sigulente ==
forma: Da las rocas colecta--

das, una vez limriss y moli~-
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das se tomaron 50.6 gr. colo-
candoles sn 250 ml. de agua -
destllada agitando por espa=-
c¢io de § min. cada 24 horas,-
durante 5 dfas; al cabo de ==
los cuales se extrajo la soly
cidn mediante centrifugacidn

ﬁasta obtener ei 1fquido to=-
talments transparente, 10 - =
cual sa logrd después de'4f:£'
centrifugadas coﬁsecutivas a

8000 rpm duranis 5 minutos.

Fera los cultivos de medios liqﬁidos, ge ntilizaron tubos de -
ensayo de 200 X 25 mm., colccando, en todos los easos 20 mle =
de medio. La esterilizacidn se llevd a cabo en autocléve,_;’—
§5 libras de presidn durante 20 minutos.

En todos los medios de cultivo, se ajustd el pH a la neutrali-
dad, utilizando KOH o HC1 segin fuera necesarlo.

Las inoculaciones siempre se hicieron a partir de un cultivo -
madre de 10 dfas, crecido en medio Detmer orlginal 1fquide, co
locando en todos los casos, 2.0 ml. de indeulo,

Para la incubacién da 108 cultivos, se utilizd una camars con
temperatura aproximada de 28° C, provista de una lampara flou-
racents de 40 watits y colocada a 15 cm. de distancia do los cui
tivos, con una 1luminacidn equivalents a los 1200 lux.

En bas? a los resultados obtenidos en cada medio de cultivo, =

ge elaboraron tablas de poblacién y curvas de crecimianto; para
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Yo cual, se determind por duplicado, el nimero de célulss alga
les/mn3 cada tercer dfa durante un perfodo de 18 dfas utilizap
dose para la cuenta una cfmara ds Neubauer .
En cada uno de los cultivos anteriores, se determiné el tamafio
de las algas, utilizando para 21lo el objetlvo de 40x de un mi
croscopia marea Wild, reportandose en cada caso el promedio de
100 células medidas.

B) Placas de suslo.~ Con el fin de observar la adaptabi

1idad de Chlorells al suelo, fueron preparadas placas des dos =~

sualos con rropledades diferentes:

. Buelo 1 virgen, colectado en la carretera al Desierto de los =
Leones kmn. 29, & 0 ~ 30 cm, de profundidas.

Suelo 2 cultivado, colectado en las areas circundantes al ex=-
Lago de Texcoco, Chapingo Méx.

A cada suerlo, una vez Sacados al alre y tamlzados por la malla

18, se les determind:

a) Textura. Método de Bouyoucos (7) (43).

t) Reaccion del suolo por el rdtodo potencimétrico, con =
un potencidmetro Beckman Zeromatic, con una dilucidn -
de suelo de lf 2.5 {19).

¢) Materia orgdnica por el métcdo da Walkey y Black (49)
(173,

d) Nitrdgeno total por el matodo de Kjeldehl (40).

e) Nitrates por al metodo del dcido fenol disalfénlco - =
(40) (44).

f) Sodio y Potasio por flamometrfa. Flamémetro.
SV ANS.

g) Magnesio. Por sbsoreidn atdmica espectro fotometro de

absorcicn atdmica Parkin-Elmmer Mod. 403,

N
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h) Fosfopro, Poerel método del color azul molibdo fosfiérico
(33).

Una porcidn de cada suelo fue esterilizada en autoclave, durap
te una hora a i20° ¢, Se prepararon placas tanto de suelo es~
téril como de no estéril,colocando 15 gr. de suelo en cada ca-
ja de petri (por duplicado). A cada placa se le fue adlcionap
do 1 ml. de indculo procedsnts de unm cultivo de 10 dfas en me-
dio de Detmer urea.

Se les ajustd la humedad a an 50~60% de capacidad de campo y =
se incubaron en la misma forma que los cultivos 1fquidos, cada
tres dfas se les reajustd la humedad utilizando agua destilada
estéril.

El crecimiento de las aigas en las placas 3e estimd como sigue:

a) En forma directa o visual.

b) Cuantificando la materia orgdnica y el nitrdgeno to=--
tal incorporados,;tantn en las placas inoculadas como
en 1as placas testlgo, después del perfodo de incuba-
cibn (20 dfas).

. @) Placsgs de roca molida.- Rocas caliza$procedentes del
mismo 8itio de donde fue aislada la cepa, uns vez li-
bres de residuos organlcos y superficies intemperiza-
das, fueron molidas y paaadéé por tamices de mallas:
120, 80, 60 y 35. De cada fraccidn se prepararon pla
cas en forma idéntica a como fuercn prsparadas 1as ~=

placas de suelo,
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NOTAs En los experimentos con vitaminas y fotoperiodlici-
dsd, los cultivos 3e hicleron en tubos do ensaye -
de 15 X 150 mm. a diferencia de los demas experi--

mentos en los cualaes se emplearon tubos de 25 X -
200 mm.
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IV.- RRSULTADOS Y DISCUSION.

Con el método del lavado v cantrifugado que se ampled -~
para tratar de sislar los cultivos de algas da la flora bhacte~

riana, se obtuvieron los siguiantes resultades: (cuadro 1).

La poblacion bacteriuna de los cultivos de Chlerella —-
en las placas de Gelosa durante el punto inicial del éxperimen
to, fue ligeramente mencor a la del cultive testigo. A los 9 -
y 18 dfas de incubacidn no se observd ninguna disminucidn em ~
la poblacion bacteriana, &s decir, el desarrolio bacteriano re
sultd ser en estos dos perfodos de incubacidn, igual tanto en
los medios lavados y centrifugades como en los testigos no la=
vados ni centrifugados,.

Es evidente que sunque sste método disminuye ligers o momenta=
neamente la flora bacteriana, produce en forma bastante apro-#
ciable, wn incremento de la poblacidn de Chlorells en compara-
¢idn con los medios testigod no tratados, esto nos hace supo--
ner gue quizé los lavados y movimientos rec¢ibidos, hayan eg~ =

timulado su crecimiento.

Las pruebas que se efectuarcn con antibiéticos, nos 1lle
van a considerar que las d0sis aplicadas de 3C a 60 '.ugr. por
nl, son eficaces para eliminar en gran parte la flora bacterig
na que acompafia & los cultives da Chlorella, sin embargo las al
gas ge visron notablemente afectadas con todas las §osis de. ay
tibidticos aplicados; como se pueden ver en el cuadro 2. En la
ddsis de 20 ugr. por mi. el incremento en la poblacidn de Chig

rells fue muy poco significative y resultd nulo en la de 100,
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Segin los resultados obtenidos, se puede apreciar que aunque -
aste métodc es efectivo para la eiiminacidén de una gran parte
de la flora bacteriana, tambisen afecta notablsmente a Chlore--
1la,disminuyendo su poblacidn.

Otro experimento que se realizd fué el de eliminar en -
algunos medios de cultive; algunos nutrimentos: o blen cambiar
1la fuente de estos, con el fin de conocer la respussta de Chlo
rella a diversas condiciones.

En relacién a las variaciones que se hicleron al medio Detmer
original yobtuvimes como Optimo pars su crecimiento en cuanto a
poblacidn, al medio Detmer modificadoscomo se puede apreciar -
en ol cuadro 3 y grafica 1, y& que fue el medio en el que se =~
encontré el mas alte nimero de células por mm3.

E1l Detmer urea esterilizado por medio de filtracidn, junto con
el Detmer original con sulfato de amonio en lugar de nitrato -~
de calclo, fuaron los mediocs con los cusles se obtuvo el tama=-
fio promedio de células mas grande que fue de 8.7 vy 8.4 u reg--
pectivamente. Probablemente debido a que estas fuentes do nl--
trdgeno, sean mas facilmente aprovechables por las células.
Tanto el tamafio promedio como la poblacién, fusron ligeramente
menores en el medio Detmer urea asteri%?zadb en autoclave, cug
dros 3y 4 y grafica S410 cual nos hace pensar en que existe
una ligera descomposiciodn de la urea por este método de ester]
lizacion.

%n el cuadro 3 y graficas 2y9, se aprecla como var{a la pobla~
cidn de Chlorella de acuerdo a la ausencia de ciertos nutri---

mentos en el medio de cultivo,
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La poblacidn mds baja se encontrd en los medios carentes de Mg,
los cualss tenfen sulfato de calcle y sulfato de amonio en lu~
gar de sulfato de magresio; ~3to 1o podamos observar en la grg
fica 2 y cuadro 3. Se sabs que el Mg juega un papel muy impoxr
tante en todos los vegetales,y el hecho de eliminarlo en el mg
dio,no solo afectd. su fotos{ntesis sino que el crecimiento de

la poblacidn se vid muy limttada.

La eiiminacidn del nitrégeno en el medicq da por resultg
do una notable baja en la poblacidnscomo se observa en las gré
filcas } y 2; esto nos demusstra que Chlorells es capss de cre=-
cor en medios carentes de mitrdgeno y aprovecharlo en cuale =
quier forma en la cual se aencuentres;ya sea como amonio, wrea o
nitratos; de estas fuentes de nitrdgeno la urea estimuld mis =
el crecimiento de la poblacidn (euadro 3).

La ausencia de potasio produjo un efecto muy siillar al que e=
produjola carencia del magnesio en el cultivo.

La eliminacidn de este slemento se refleja en un bajfsimo cre=-
¢imiento de la poblacién, como se puede ohservar en la gréfica
2 y cuadro 3, en donde lx poblacidn fo.llega ni a la mitad de
la ob%enida en el testigo. v

La carencis de Fosforc produjo un efecto menos drdstico.que la
carencia de magnesio, potasio y nitrégeno, sin embargo la poO--
blacidn fud casi un 50 £ wmencr que 1la dsl Detmer original (tes
tigo).

Con o1 extracto de roca se obtuvo una poblacidn ligeramente sy

perior al 50 % ds la obtenida en el medio Detmer original (teg
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't1g0), esto quiza pudo haberse debido a la poca cantidad de po
tasio y a la carencla de nitratos, como se¢ aprecla an la grafi-
ca 3 y cuadro No. 5, Sin embargo el aiga tubo buen crecimiento,
con lo cual se confirma qus Chlorells tiene un gran poder de ==
adaptacién a cualquier tipo de medio, aun con carencia de nitrd
geno disponible, Las curvas qus se realizaron con carsncia to-
tal de nitrdgeno, nos dan la idea de que quiza el alga pusde -=-
asimilar en parte, el nitrdgeno atmosférico, ys que su creci- -
miento en estas condiciones no fue ciertamente el mas bajo.

1 medio Detwer modificado, constituyd el dptimo para el desa--
rrolle de la poblacidn, sim embargo las células tuvieron un pro
medio de tamafio de 4.1 u en reiacidn al Detmer original que fue
de 6 ujy tal vez la elevada poblacién establezca una especie de
competencia por espacio, oxfgeno y nutrimientos que conduzcan a
una disminucion en el tamafio de las células,

En 8l modio Detmer modificado y los medios carentes de nitrdge=
no, se obtuvieron las células de menor tamaflo promedio, 4.1, =-
3.9 ¥ 3.4 u (tabla 4),

lia carencia de fdsforo vy potusio no fue signiticativa en cuanto
a disminucidn en el tamaiio de las celulas. ’
Por 1o que al magneslo ss refiere, 3u carencla no d1sminuyd en
lo absoluto el tamafio de la c#lula, puss como S reporta en la
tabla 4, el tamafio promedio de los mas elevados, 8.4 u, se obty

vo en un medlo carente de magnesio.

Con el expsrimento de fobtoperiodicidad cuadro 3 y grafica
4, se pudo comprobar qus la luz cont{nua durante todo el pe- -

rfodo de 1ncubaclén, lejos de afectar a los culitivos en
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Detmér original, los estiruls grandemente, La poﬁlacién ohte~
nida con perfodos ~de luz y cbscuridad altsrnadvs, ascasa-~
mente llegé aun 50 ¢ de la obtentda con luz continva,

Se ricieron también pequefias pruebas para ver que influencia -
tiene el estfmulo vitamf{nico sobre el crecimiento de Chloraila,
encontrandose la mejor reSpuespa»a la presencia de la vitamina
Bl' hatiendo producido en este c#do, el mayor incremento’en le
poblacidn, en relacion al testige. -Por otra parte ;a vitarina
Byo casi 2o ejercié ningin efecto en la poblacidnu .con respecto
al testlgo, como se vé en gl cuasdrc 3:y grafica 6.

En el medic Bold encontramos que &l perfodo ds duracidn del =~
cultivo es inferior al de Datmer y el tamafio promedio de las =
c6lulas es menor al de éste, aparentemente el medio Bold esti-
mula en un principio a las células, pero la enrva decas mas r4
pidémente (grafica 7 y cuadre 3).

Dursnte el experimento de cultivo de Chlorella en placas de ==
suelo, se encontrd que el incremento en la mataris crganica cg
rasponde en todos los casos, a un awsento én el crécimienxo de
- Ghlorella, tanto en placas de suelo estdril como no eotdril, -
pero sieﬁdo mayor en este ultimo ﬁgquro §)+. Lo mismo pudo a-
preciarse al determinar el de nitrdgeno total,aunque en forhé_
menos significativa. |

De los analisis practicados a los suelos utilizadoes, se vid -
una marcada diferencia en sus propledades {cuadro %}, los nu~=
trimentos se encontraron en mayor proporcidn en el suelo de -

Texeoco. Esto nes explica el hecho de jue se haya encontrado
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una mejor adaptacidn de las algas a dste suelo, que al suslo -
de la Carretera al Desierto de los Leopes, como pudo observar-
se a simple vista. Podemos conslderar que Chlorella tiende a
crecer mejor a pH alcaling y que la elevada concentracidn. del
sodio no limita su crecimiento (cuadre 6).

En las placas de roca molida, de donde fue originalmente alslg
da el algs, se observaron 1los siguientes resultados: fue posi-
ble ver el crecimlento a simpie vista en la roca tamizada 120
y 80 #allas, apreciéndose dreas totalmente verdes, mientras ==
que on las de partfeulas mds gruesas,el desarrollo fue decre=-
ciendo. Se encontrs, por tanto, que el tamafio dptimo de par--
tfenla para su creclmiento se encusntra entre 0.190 y 0.129 mm.,
lo cual puede confirmar 21 hecho de que también se haya obtg

nido el maximo crecimiento en ol suelo de textura arcillosa.



CUADRO 1

Medio de cultivo

Detmer modificado

centrifugado

Detmer urea

centrifugado

Detmer modificado

rno centrifugado

Detmer urea

no centrifugado

# Arriba de 70C 000

Efacto de la técnica del lavado y centrifugado
sobre la flora bacterlana acompafiante de Chlo-

reila, expresado er No. de celulss/ml de medio.

D{fas de tincubacidn

o 9 18

Bacterias Algas Bacterias Algas Bacterlas
170¢ 8000 # 43500 #
1700 7000 i 28000 #
1840 8000 . # 18000 #
1938 11000 # 16000 &

Algas

38000

17590

12000

9600



Concantracidn del
antividtico
ugs/ml de

medio
100
€0
60
45
30
15

Testigo

CUADRO 2 TEfecto de la estreptomicina sobre la flora
bacterianas acompafiante de Chlorella en me~-

dio Detmer original, expresado en mimeros

de células por ml de medio,

0

Bacterias

0

90

p{fas

Algas

9000

7020

11000

7000

8000

8000

9000

incubacidn

?

Bacterias

0

30

300

Alg&s'

9000

8000
16000
13C0
12000
13000

138 €00

18

"Bacterias

25

800

. Aigas

5000
6000
9500
8000
7000
8000

63000



CUADRO ~ 3 Cuadro comparative del crecimiento de Chlorella en
diferentes medios de cultivo, nmimero de cédlulas

por mm‘B .

¥edio de : pfas de incubacidn.
cultivo 1 2 g 7 9 11 13 15 17

Detmer urea 21000 45000 105000 180000 300000 630000 395000 250000 240000
£1ltrado ' ’

Detmer urea 40000  6000C 115000 3806000 590000 400000 225000 1750000 140000

Detmer mod} 22000 45000 610000 113000 395005 290600 260000 240000 195000

ficado ures

Detmer modi 34000 54000 130000 395000 775000 740000 710000 660000 510000
ficadﬁo

Detmer modi 23000 48000 52000 60000 73000 66000 61000 39000 28000
ficado s/W

Detmer ori- 19000 34000 48000 53000 58000 83000 118000  7800C 63000
ginal g/ N

Detmer ori- 9000 10000 11000 17000 22000 49000 36000 32000 28000
ginal s/ K

Detrer ori- 9000 15000 32000 47000 92000 210000  100C0 102000 94000
ginal s/ P

¥
Datmar s/Mg 8000 17000 19000 21000 29000 35000 000G 17000 14000
(NHs ) 2504

Detmer s/Mg 8000 9000 95000 12000 27000 27000 25000 1400C 13000
¢/ Ca80,

. Detmer 8500 12000 37000 56500 91000 180000 145000 110000 80000
e/ NHQ)2304

Bxtracto ~ 8000 12500 35000 55000 108000 220000 345000 235000 132000

ds rocs

petrer ori- 8000 11500 46000 135000 13800 260000 190000 160000 130000 ..

-

[ SO VI T P



Detmer modj

ficado s/¥N

Detmer orl-

ginal s/ N

Detmer ori-

ginal s/ K

Detrer ori-
ginal s/ P

Detmar s/Mg
(NBs ) 5804

Detmer s/Mg
C/ C &504

Detmer

c/(Nﬁq)2504

Extracto -

de roca

Detrer ori-

ginal #

Detmer ori-

ginal

Medio Bold

19000

9000

9000

8000

8000

8500

8000

8000

26000

28000

48000

34000

10000

15000
17000
9000

12000

12500

11500

_ 62000

55000

32000

)
195000

37000
35000
46000
141000

110000

60000

17000

47000

21000

12000

56500

55000

135000

375000

150000

58000

22000

92000

23000

27000

91¢00

108000

138000

555000

273000

83000

49000

210000

35000

27000

180000

220000

260000

340000

312000

# Curva hecha con perfodos de luz y obscuridad,

61000

118000

39000

7800C

?

%é‘lx{/’ik 32000

100CC

30000

25000

145000

345000

190000

290000

162000

102000

17000

1800C

110000

235000

160000

200000

90000

28000

63000

28000

194000

14000

13000

80000

132000

130000

180000

50000

i
!
t
e




CUADRO 4 Tamafio de las células de Chlorells en
diferentes medios de cultivo 1{quides

a los 10 dfas de incubacidn

Medio de cultivo Tamafio de las c€lulas en u
tfniro Méximo Promedio #

Detwer modificado urea 4 8 5.7

Detmer urea filtrado 5 <13 8.7
. FORE

Detmer urea 5 ' 12 7.7

Detmer original 3 -10 640

Detmer modificado R - 4,0

Detmer mrodificado sin ERF SR 6 4;c

nitratos

Detmer original sin - 2 7 3.4

nitratos

Detrer original sin - 3 11 6,2

potasio -

Detmer con sulfato de g 14 8.4

amorio sin magnesio

Detmer original sin = 4 g9 5,6

fosforo

Detmer con sulfato de 5 14 9.5

caleio sin magnesio

Detwer con sulfato de 5 11 7;8

amonio

ixtracto de roca 4 11 5.2

Medio basal Bold 3 11 4,5

# Promedio de 10C células medidas

u micras.



Yaastra

Taxcoeo

C. al Do
da los
Lsacnes

Extracto
de roca

CUADRG 5 Algunas propiedades f{sices y gquimicas de los suelos

¥ axtracto de rocas, utiliradas en el cultivo de ~ -~

Chlcrellg en pleeca y tubos respactivamente,

miligramos por litro

Arena Limo Arcilla Textura pH Ra

N £
36 3 61 arcilla 9.2 0.36
40 39 21 franco 6.6 0.01
8,0 0.05

M.0 Materia Organica.

N.T RNitrdgeno Total.

0,00

Mg

- 0.00

R-NOB M. 0 £
%

0,00 0,276

0,00 0,104

0.00

N.T,
1
0.242

0.038



¥uestra

Roca
Roca
Roca
Roca
Texcoco
Texcoco
C., al D.
de los
Leones
C. a1l D,

de los
Leones

No., de
mallsa.

120
80
60
35
18
18
18

18

CUADRO & Estimecidn del crecimiento de Chlorells en placas
de suelo y roca, mediante la cuantificacion de la

materia orgdnica y el nitrdgeno total incor--

poragos.
Tamafio d@ Condiciones Condiciones iniciales Daspuéds de 20
pert{cula del suelo df{as de incu-
en mm, B bacidn.
4 P4 % %
N.T. M.0. N.T. 4.0,
0.125 estéril 0.023 0.6%0 © 0.029 2,07
0.196 estsril C.023 0.621 0.029 1.78
0.250 estéril 0.023 0,276 0.02% 1.78
€.500 estéril 0.023 0.345 0.024 1.78
1,00C . estéril 0.243  0.276 0.259 2.6z
1.000 ne estéril 0.256 0.276 0.268 3.15
1,000 @steril 0.050 0.607 0.050 1.59
1.000 ro estéril 0.050 0.44S 0.050 2,07

Testigos
mu~stras
"adas )
4 %
N.T. M.0.
0.024 0.580
0.024 0.517
0.024 0.207
0,024 0,104
0.242 0.207
0.242 0,276
0.038 0.1C4
0.C38 0.104
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Figura. 2 Comportomisnto de Chiorella vuigoris en auseacic de algunos autrimentos.
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V- CONCLUSIONES.

La obtencidn de cultivos de Chlorella Vulgarls absoluta-
mente libres de bacterias, no pudiseron ser logrados, como lo re
porta la bivliograffa, tal pasrece como si existiera para cler--
tas algas una estrecha relacion fisioldgica entre bacteria-alga.
Se pudo observar que aparentemente la poblacion bacteriana no

constituye un impedimento para el crecimiento del alga.

El medic de. cultivo &ptlimo para el desarrollo de la po=-
blacién, en base a los resultados obtenidos, fue el Detmer mod}
ficado, el Optimo para-el.mejor tamafio de las células fue el =-
Detmer urea esterilizade por fiitracidn a temperatura ambliente.
Los medios anteriores junto con el Detmar urea esterilizado a -
120& an sutcclave;representan los mejores medios para el ¢reci-
miento de Chlorella Vulgaris.

Las respuestas de adaptacion de C. yulgaris a la varia--
cidn de nutrimentes en el medio de cultive, indican que =sta =~
alga tiene la capacidad de adaptarse a varias fuentes de nitré-
geno, El1 nitrégeno en forma de amonio y especlalmente en forma
de urea,produjo un claro aumento an el tamafio y mimero de las -

algas.

La carencla total de nitrdgeno en el medio de cultivo a-
fectd a Chlorells tonto en el tamafic como en la poblacién, pero
atin sin este elemento s capaz de crecer y reproducirse, usando

tal vez, macanisros que le permitan fijar rositlamante, ung ==
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cantidad mfnima de nitrdgeno del aire.

La ausencla del magnesio en el redio de cultivo,9s un ==
factor determinante en el aumento de la poblacién, pues los me=~-
dios que fueron prepérados en ausencia de este elemento, dleron
el menor numero de células/mmB;por lo anterior se pusde con- =
cluir que el magnesio es un factor limitante para el desarrolle

de la noblacion, pero no para el tamafio de la célula.

Las. variaciones de las algas respecto al medio de culti-
vo, Se chservaron no solo en el comportamiento de la poblacién,

sino también en el tamafio y pigmentacidn de los individuos.

Encontrames un mejor crecimiento en presencla de vitami-
na Blglo que demuestrs que posiblemente la tiamina actia como =

un factor de crecimiento, no as{ la vitamine Bjo.

Al comparar el medio Boid con el medio Detmer, se en--
contrd que hay un mayor perfodo de viabilidad de las células en
este ultimo ., por lo que se concluye que el Detmer es un me-

dio bastante apropiado para el cultivo de Chiozella.

La incorporacidn de matariales orgénicos al suelo por -=-
parte de Chlorella vulgaris, 6s mayor mientras mas fina sea su
textura. De donde se puede concluir que esta alga encontrard -
su dptimo en suelos arcillosos y de pH glealino, con adecuados

aprovisionamientos ds eleamentos nutritives, especialmente Mg,~

Ky 2y N,
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Los cultivos j6venes y con fuente de” nitrdgeno, presentg
ron slempre en color verde intenso, mientras gque aquellos desa=
rrollados en medio carentes de N y lg., tendisron a una colora-
cidn verde amarillenta; en los cultivos con una edad mayor de -

20 dfas, se pudo observar la misma tendencia,
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VI.~-RESUM¥EW,

En este trabajo se tratd de conocer algunas de las carag
ter{sticas fisioldgicas de Chlorella wulgarls, aislada a partir
de rocas calizas del Cafion de Lobos Tdo., de Yorelos.
Obteniéndose primexramente un cultivoe mixto o imperfactcypara =--
posteriormente lograr-un.cultivo unidlgal, Se tratd de sliminar
la flora bacteriana del cenltive por dos métodos: mediante la a=-
dicidn de antiﬁiético al medio de cultivo y por medio de lava--
dos y centrifugacidn.

Se determind su medio Sptimo de crecimiento estudiando adamas,-
su comportamiento ante la carenclia de N, P, K, y Mg; as{ como -
la respuc~sta del alga ante el estfmulo de las vitaminas B1 Y -

812 en 8l medio de cultivo,.

Pudo apreciarse que el tamafio de las partfculas y el pH del sug
lo, tienen relacidn con la adaptabilidad y crecimiento del alga
en el miemo,

Mediante 1la eatimacion de 1a materia orgdnica y el nitrdgeno

total incorporados al suslo, se determind la adaptacidn y cre-
cimliento de Chlorella wuylgsaris en dos suelos de propisdades ff-

sicas y quimicas diferentas.
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