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r~~ I N T R o D u e e I o N 

Bn los tllti~os a5os las investi~aciones sobre 11s al

gas han ido cobrando un creciente intP.rés, debido a l~s pro

piedades que se han encontrado en ellas. En la actualidad -

al [.ffoero Chlo!"ella se l~.an encontrado entre otras aplica·· 

cienes~ la de actuar como indica.dora ::lA elementos traza con

taninantes del agua, en la desc0mposiciÓn de compuestos fen.Q 

licos, en estudios sobre el efecto de los herbicidas en el -

suelo, además de la importancia que está adquiriendo este. -

género en la ¡:ur1ficaciÓn d'3 aguas de desecho, y en las in-

vestig~cionAs sobre su valor nutritivo. 

El sÁnero Chlorella ocupa una posición especial entre 

los otros p4rn~ros del orden Chlorococc&l·~s. Sus especies P.2 

sean c•lulas esf~ricas o elipsoidales, variando su taroa~o de 

2 a 10 u, mu"lstran un ciclo de vida muy si:nplfl 1 teniendo lu

f!ar su reproducción ¡::or autospO!'as. Rn cuanto a variedad de 

crocen m).Ís rápidamentP. qtF' otrus organis,,.as sobrepa:iándolos 

facilrnente (F.ott, 1969), Las espacies pequenas de Chl or1'!lla 

han sido consideradas muy similares a las bacterias, tanto -

por su ta!!:af'o cono ~or su fac.'.lidad para cr;icer en i!!edios 

simples y obtener cultivos puros (Beljerinck 1980). Pero 

cuar:'ló son t"anteni:los bajé> 'IHi!ldas condiciones, muestran dá, 

fsrentes form'ls de creci11iento corr.o respu=-stli a nutrimientos, 

pH, vita~inas etc. ~n cuanto a la distribución del género, 
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aéreas, creciendo sn el suelo, cortezas, mRrlera etc., otras 

espi:icies sor! endozoicas ( 14). 

31 prordsito del pr~sente traba~o l'!S el de tratar de 

contribuir al conocimi!?nto dP.l ¡:éMro ChlorAlla, rn<>.diante -

el ensayo de las técnicas de cult,ivo y aislamiento en cond1 

ciones de laboratorio, t,ratando de establAcer su Óptimo de 

crecbiento en medios de cull:ivo lÍquidu ":l su adaptabilidad 

a dos s11clos dife:r,,,ntes, en ést<i ÚltiTo case mediante la -

estimación de la materia orgánica y el nitrógeno total'in--

e or por ad o s • 

Se pretende que el presente trabajo sirva como est!my 

lo a ~u turas investigaciones que :i:mden a incrementar el co

uoci'.111 ento y arlicabilida<l de e3tos organismcs. 
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II.- REVISION og LITERATURA 

1) Morfología y clasif'icaciÓn.- El género Chlorill.!! 

esta colocado en el orden chlorococcales, en la familia - -

Oocystaceaa y en la sub familia Chlorelloidae (Fott 1959). -

El génAro más cercano es Sideroceli (Fott 1934) del cual di

fiera por presenta~ una parGd celular verrugosn (en Fott 

1969). Eu f,hlotalla yulga:r.U. var. vulga,ris Beijerinck, las 

células son elipsoidales o esféricas, la célula madre a-

pro:ximadamente esrérica,no se gelatiniza durante la forma- -

ci~n de esporas. Los cloroplastos tienen forrr.a de copas o -

de cinturón angosto con aperturas irregulares, poseen di fe-

rentes pirenoides que se encuentran cubiertos con gránulos -

de almidón; pre.sen ta vacuolas, alr;unas veces son numerosas y 

otras ausentes, conteniendo glóbulos de liridos en su inte-

riOl'. Se r<iproduce por 2 a 16 autosporas. Los fr9.g!l'entos -

de la pared rlE! la crlula rnlidre' son alargados () irregulsres 

según o.l medio de cultivo, el esporangio m1 re arriba de 9 u. 

Se encuentran en suelo, agua y· aire., 

Cg~orelJ,& :nü.garis fue descrita por Beijerinck en su 

artículo clásico de "Chlorella y su cultivo", cuya descrip-

ciÓn es corta pero se acompaña dé esquemas con los cuales -

puede facilmente ser reconocida segtín lo menciona Fott (14). 

La mayoría de las cepas de Chlorella vulgaris estudi~ 

das por Fott, correspondan a la variedad yylgaris, en la 

cual la célula muestra una gran dlv<Jrsidad en el tamaño, 

2.5-10 U ; los cloroplastos siempre son parietales y sus --
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aberturas pueden variar considerablemente, los p:lrenoides con 

gránulos de almidón visiblP.s o sin estos, la producci6n de -

l:Ípidos o aceites y almidón es tarrbién muy vel'1ablo, as! co

rno el número de vacuolas, el de autosporas y el grosor de la 

pared de la célula. Corno cultivo tipo se tiene la cepa orl• 

gina.l aisla.da por Beijerinck, mantenida en el Centro de Cul

tivos da Colecciones de Delft, la cual fUa aislada por Beij~ 

rinck (No. 211-llb). En esta cepa tipo, la pared de la cély 

la madrn es eviden~emente en forma de bolsa y las autosporas 

son lib8radas sucesivamente por una apert11ra, la cual tiene 

a los lados unas incisiones; finalmente la pared da la célu

la se rompe en fragmentos, casualmentEi da cuatro, qufl pueden 

ser triangulares, en forma alargada o ir.regular; estos frag

mentos da la pared cel11lar tiene una coloración rojo-rutenio 

_,,. que puede ser de acuerdo con Soi:ider (14) una buena carac

terística de QhJ,o¡ella v_ulgarl§. y de Chlorella III de Ke!s--
' 

ltir ( 21). ?:l concepto de Chlorella vqlgaris val'~ vulga.ris -

difiere del de Shihira et Krauss. De hecho su Q. vylgar:&.t1 -

no es toda f., vul~ co~o la descrita ror Beijerinck, pP.ro 

es idéntica a Q. ¡uteovirldE!.§. de Chodat. 

Shihira y Krauss han considerado que las re.::µuestas -

al cMci:niento im arnb<1s cepas inv 0 stigl\das 1 la dBscrita por 

BRijerinck y la descrita por Choda~ son lqs ~ismas. Sin em

bargo el tipo da f.• v1ü"ar1,s, y el tt!'o de f. ¡yti>ovirides --

han sido separados por Chodat <>n ó0s ""';·~cies, ~sta di3scrip

ciÓn es válida y hecha cte acu-:ir8c' co1'. Pl código y '~n adidÓn 

a P!t0 s 0 n fislol6ricRmente !lfPr~1~e2. La concepci6n de --
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variedad ,lyteovirides, no ~stá aún bi~n definida. 

Kessler et al (22) han demostrado que algunas cP.pas -

que Fott considera de la varieda<l vulgari§ muestran una dé-

bil actividad de la hiC.rogeno.sa , lo cual es una caracte-

r!stica de f.· ~' pero no de .Q.. :.rulgaris. La actividad -

de la hidrogenasa es un::t C!.l.racterística muy importante en 

la taxonomía de Cblorella, pero como en la variedad xulgaris 

esto no está relacionado con algtina diferencis. estructural, 

(ellos considaran a estas cepas con la capacidad de ser ~na 

forma b1oquÍmica de la var. VJ.!.l&;J,.J.:i¿ y proponen que se desig 

ne en forma tertia, forma nova. Estn forma es idénttca a -

Chlorella 111 segt1n Kessl.er et al· • i<;l mismo autor concluye, 

que la presenci~ de hidrÓgenasa en Qhlo~:~ es evidene1a de 

su edad filogenática. GeMralmente las algas y las plantas 

superiores han perdido la capacidad de usar la h1drÓg8nasa -

para la reducción del C02. Algunas especies de Chlore~ -

han perdido C0!1'pleb1mente la activi<l'1d d·= la hidrÓg 0 nasa por 

ejemplo g,. lqteovirides.. Sin em·oargo f. yn.urn.ris con excep

ción de la variedad !Ylgatis forma tertia o forma nova, solo 

han perdido en parte esa capacidad. 

El criterio fisiológico y bioqu1'.mico sobre la activi

dad de la hidrÓgenasa, formación de ca.roter:os secundarios -

( astaxanthina y cantaxanthina) y la tolerancia a la acidez, 

han sido utilizad.~s también por E, Kessler (21), (22), (23) 

para su clasificación. 

Ls otra forma fisi olÓgic a de h varied:d _y_lllg.a,.r.j¿ 7 P!! 
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~ var. ~· Shihira et Krauss la considi:iran c. ~ 
.l11.Q.mlm Beijerinck c&ract~rizada ;;or las siguientes respues-

tas de crecimiento: Con glucosa se estimula gr•andemente, con 

galactosa solamente on pres 0 ncia de la luz, la manosa inhibe 

el crecimiento fuertemente en presencia de la luz, los acot~ 

tos promueven el crecimiento en presencia de la luz pero no 

en la obscuridad. 

Sin embargo, hay algunos hechos morfolÓgicns y estru.Q. 

turales qur:i distinguen la cepa de Chodat 211 - 12, en el cu], 

tivo de la colecclÓn Cambridge, de la variedad vulgaris. La 

pared cel11lar es insignificantemente más gruesa. En cultivo 

las células grandes son dos veces más grandes que las célu-

las vegetativas normalAs (arriba de 12 u.) '!están llenas de 

una gran vacuola, la cual presiona el protoplasto hacia la -

pared de la célula. Estas células son capaces de repToduci~ 

se formando irregular número de autosporas algunas veces de 

tan1año desi¡rual. Sl número de autosporas es mayor quo? ün la 

variedad vulgaris forma !!l,lgaris, Fott piensa que esta cepa 

sea colocada en una unidad taxonÓll'ica inferior en el rango -

de variedad y la llamarían var. ~lgar1s forma vir!dis 

{Chad at e ornb. nova (14) • 

Andreevu ( 3) considera que el tar.af e de las células -

para ser empleado en Ta.-.;ono~·ía, depende de la coriposiciÓn y 

concentración de las salas fin el medio d9 culth·o inorg!Úúco 1 

de las ccndicicnes del cultivo, de la cepa a la que pertene

ce, de sus características indiziduales y de la Pdao del cul 

tiVO, 
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2) Técnicas r'e Cultivo.- Los primeros investigadores 

que cllltivaron el género Chlo:rella ruaron: Beijerinck 1890, 

KJ•uger 1894, Artari 1902 y Chodat 1909, estudiaron las espe

cies aislé!das por rr8torios fisiolÓgiccs, llegando a da:r des-

oripciones worfolÓgicas. Consideraban que las característi

cas mJs seguras para la ident1f1caci6n de la especie, son oh 

servaciones talP.s como: que el azúcar fue la mejer fuente de 

carbono, o cuales corr.puPstos P1trorenudos estimulan el cre

cimientc heterotrofico; sus experimentos fUeron aco"'pañndos 

por detalles sobr" el color del cultivo y e.pi1riencia de la -

colonia en el agar. Beijerinck consideraba que el crecir.iieg 

to de g_, ~lgari..§. si:i ve estimulado por la glucosa, Warburg -

se ocupó también de estudiar la taxonorr:!'.a de Chlorella ya -

que esta alga. desds entonces ha sido empleado en muchos e~p~ 

rimentos de fisiología y bioquÍn•ica. En 1949 Bold preparó -

un rredio para el cultivo do C!]lorella, conocido COJ'lo medio -

basal de Bolr., el cual ha sido eriplearlo comunnGn-t;e r·or ?ott 

y sus seguidores en sus investjgaciones taxonómicas (14). 

~;I • .i;>¡:ell~ ha sino cultivada en muy di versos medios, -

incluso con una alta radioactividad., en un!; atmósfera de - -

C 14, Karpov (20) rerorta que hay un incrern•rnto en el peso -

del cult 1\'o, cuanrlo la "'i 1 r.id del C02 de la at,.Ósfera es !rar

eada con e 14. 

Agse et al (2) emplea para su cultivo solucic·n"s pre

paradas de aguas de desecho humanas rrinnralizn~as, en estas 

solt:ciones libres de subot :tncihs tóxic•1:: y corr"[lrias conve-
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nientemente las sales minerales, las ha usado para cultivos 

intensivos de Qhl.QreJ,1¡¡,. Otro medio de cultivo es preparado 

con agua mineral colectada on :prirnavara en la 11Roupi t.tt loca

lizada cerca de Petrich, (Bulgari~). El agua mineral conti~ 

ns una gran cant1.dad de hidrocal'buros que dan. una. &cc1Ón a

mortiguadora que estabiliza el pR, mientras la densidad de -

la suspensrón aumenta , Dnov et itf?'< ll). 

Von Then Loung et al (48), report6 la obtención d~ ~Ji 

lulas gigantes de Cu vylgerls que fUoron cultivadas en~~a-· 

dios de ~lucosa, mant.enirlos en la obscuridad por un período 

de 10 a 14 dfas, con capacidad de división y de produccl.Ón ~ 

de pigmentos, pudiendo recuperar su acti v'ldad fot osintética. 

Según Dilov et al (9) so pueden obtener muy buenos -~:' 

cultivos con tereperaturas que pueden variar· de· ;l:os:·20·º a lcis 

40° c. 
Las condiciones ~á~ favorables para mantP.ner un cu1t1 

vo de Cijlorella por varios m9SP.s 7 es al~acenúndola en tubos 

con meC!io agarisado a tina temperatura de 4° a 6°c. y el ma~. 

dio cubierto con una capa da agua estéril, Pimenova et al, -

( 35). 

Los cultivos de Chlorella por lo gsnoral están &Qom-

pañados de una flora bactf"l'lana abundante, que en algunas -~ 

ocasiones llega a producir un decren:ento en los cultivos de 

ésta. 

Pimenova et al (35), ~?6), realizaron estudios para dg 

terminar toda la flora que se encuentra en un cultivo de - -

Cblorella, encontrando que lo:; c•rfanisrr.o$forr:ia(oresde esporas 



- 9 -

que acompañan a QhJ.2rJ!.l.J.!! 1 están representados por bacterias 

del género Ba91¿1us, siete formas fueron aisladas pertene- -

cientes a tres especiesi ~. mes@nt~J..rulll., ~· megateriup¡ y ~. 

pseus;l~tetanic.lJS; mientras que las formas dominantes que no -

estaban en es porulaci Ón fueron: ,f,§eyd omonas, Micobacteri1w, 

flaypbacteril\.m y Microc~. 

I.it Chfield et al ( 27) reporta también cotr'o microflo.;. 

ra acompaña11te a los géneros. PselJ.domoma~, M.inet~act~.r,, 

:nayobacterium y· ~cilla •. Matusiak et al ( 30) ;· reporta un 

grupo de bacterias gram-negativas pertenecientes al género -

Pseudopomas de los gr~pos II, III y IV. 

·•rodos los autores que han hecho estudios sobre la flora bac

teriana de .Qhloallfü astan de acuerdo en que el género ~ 

d~mom~s es el más frecuente, por lo que se le puede conside

rar característico de los cultives de Chlor.ella. 

En la revisión bibliográfica sa habla de experimentos reali

zados con cultivos puros, pero al no mensionarse las teéni--

cas de aislamiAnto del cultivo y siendo este, uno de los Pttn 

tos del trabajo, nos parece pertinente mansionar a continua• 

ciÓn la técnica empleada po:t Acorinti (1) para 6l 't\'lam1en

to da Senedesmus o'tlblcu~~ y que fue ln empleada por nosotros 

para Cblore:J.l!l, durante el presente trabajo. 

Otro de los factores de primordial importmcia en el 

cultivo de algas, es la proporción de los macro y lllicronutrj. 

mantos en los medios de cultivo. 

Desde los primeros cultivos puros de algas efectuados por - 0 

Beijerinck (14) la mayoría de los investigadores han coinci-
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dido en cl&sif'icar a los elementos nutricionales de las· al·-

gas co!".o sigue: 

Macronutrimentos: C, H, o, N, P, S, Ca, Mg, K y Fe., 

elementos menores 1mprascindibles1 Fe, cu, Zn, Mn, co, y Yo., 

y elementos traza como por ejemplo: Li, Al, I, Ti, Sn, y v, 

( 38). 

Otros autores consideran ad('!más la existencia de fac-

tor3s de crecirri~nto tales co~o vita~lnas B1, B12 o Biotina . ~ / 
y algunos aminoacidos especificos que estimulan oa rnanera e§. 

pecial, el crecimiento da algunas especies ( 38). 

Se ha estimado que el 70~'. de las especies de &l.i!v.s plaxictÓn! 

cas requieren de vitamina B¡2 (38). 

Richa:rdson (41) encontró, que cuando se hacen cnlt1-

vo:¡ en los cuales se reduce el N, baja la producci&n do oxf.

geno, el gasto de co2, la clorofila y la producción de teji

dos son drásticaroonte reducidos, Jl'9l'O el conteni~o total de -

l:Ípidos no es alterado en sus iralore~ calérir~c:s. P.1 nitró~ 

no celular pttedé faltar en un 3~ del peso seco, rr.&s sin em-

b11rgo puede ocurrir un increrne:cto en el sistema de Upidos. 

Pi.nevich ( 37) reporh que cuando es elimine.do el Mg del me-

dio de cultivo, disminuye el graco de hetero¡:emidad de la .. 

proteína total, incrementando el núm'ero de formas moleculares, 

de enzirros e in0uce a la forr:aciÓn dP. fosf&tos alcalinos; ·e~ 

tos síntomas pueden desaparecer después de diez días de cul

tivar el alga en medio nutritivo con:pleto. 

Var11mdo la cantidad y la fuenh de N, .::iala¡;eanu (45') ottuvo 

un Óptill'C de prc·ducciÓn (!n la bicn~isa, pro'.: crndo varias tipos 

de '"e<lio nutritivo po.ra .o,. vulga;iji y Sc1m,:ic~esrr11s ~1,.tJ.formis; 
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empleó medio de Knop y diferentes concentraciones de urea y 

da ni trato de amonio, determinando además de la bion:asa la -

intencidad fotosintética, llegó a la conluziÓn de que el me

jor medio era aquel en el qtle se empleo urea y ni trato de -

amonio a una concentración de o.6 gr/l y de O.l? gr/1 respeQ 

tivamente. 

Kostlom et al (25) sostiene que las altas concentraciones de 

P en el medio, favorecen el contenido de ~itaminas solubles 

en los cultivos de Protococcales. 

Fogg (15) señala las características del crecirriento 

algal, en cultivos de volumen limitado, considerando que un 

medio conteniéndo los elementos nutritivos necesarios, orgá

nicos o inorgánicos, puede S<!lr inoculado cún tm relati vamen

te pequeño número de célula.s y p12esto en buenas condiciones 

de luz, temperatura y ae:reación, nos dará un incremento en -

el número de células, siguiendo un patrón ca~acterístico en 

el cual se rAconocen las siguientes fases: (I) fase lag o -

de ind11cción, en la cual no inc1•ementa el número de células. 

(II) fase exponencial, en la cual la multiplicación de las -

células es rápida y el núm~ro se increm<nta.en progresión -

geométrica. (III) fase de declinación con crecimiento relat! 

vo. (IV) fase estacionaria y (V) fasG de muerte. 

El hecho de que en volúmenes limitados cesen su creci~iento 

exponencial, se debe a varios factoress 1) agotamiento de ng 

t~lm~aritos: pnr ejem. las algas que tienen requeri~i~ntos o~ 

gánicos para su crecimiento tales como vitamina B12t pueden 

tener un período de c:·,3cirnie0to li'l'itado por !.:UP.lir es:os fas:, 
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tores, 2) suministro de co
2 

u oxigeno, en cultivos estáticos en 

un medio rnine1•al en el cual, la tasa de difusión del co2 de11tro 

del cultivo os limitado, conduciendo a. ta~a relativammlte baja~ 

densidad de población •. 3) alteracionés dol pH en el medio CQ\JIO 

resultado de la ahsorcítn pre;h:renc:ial de algunas partículas del 

medio. Comunmente el nitrógeno es stiministrado como una sal -

de amonio, la absorción pr efereincial del ion amonio, produce en 

el medio bastante acidez durante el cr¡,cirninnto. Le absorciÓn

del ión nitrato produce un incremento de pH, paro eoto es amor

tiguado en el medio tomando rilás díóxido de carbono. 4) reduci

ciénde la intancidad de la lt1z por el ct:ltivo mismo, debido a -

la dl!lns1.dad del del cultivo. 5) autoinhibiciÓn, hay claras 

evidencias da que ciertas algas, producem st;bstsncias tóxicas -

para ellas mismas en el curso de su metabolismo; esto puede rom 

per el crecimiento e:r.ponencial ( 15). 

3) Estudios de aplicabilidad.- Sivko et al (47) ,( 48) Po

lyanichka ( 39), Hermer:ik ( 17), han e studbdo a CJ:ü.qrelJ! ~

W cano tillo de los microorganismos, entre otros, que intervie

nen en la plll"ificaciQl'l. de aguas de desecho, asi como la simb1Ósis 

de algas y bacterias para remover y concervar los nutrtr.a~ntos -

dentro de las aguas de d!>secho_, lo cual se logra através de pr_oe 
.. 

casos fotosimteticos y de airea.ciÓn en tanques biologicos de 

diferentss profundidades. 

Entre los trabajos que reportan a 61.or~lJ.a n;lgar...i§. COl!IO fue.n 

te alimenticia, timemos al de1 Ogutu et al ( 32). que l"eallzÓ 

estudios sobre una dieta de º-b.!2.!ella fermentada en relación 
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la flor; fecal de cuatro puercos y co~pardndola con -

una dieta comercial anterior; al cabo de 2 semanas habían ~

disminuido en la flo1•a bacteriana f<?cal los siguientes gru-

pos de bactel'lasi Streptococc1, VP.illont'llae, coliformes y -

Estaf1lococc1. En la tercera y ct:arta semana, se o·oservó un 

incremento considerable en cuanto a Pediococci ocurriendo al 
gunos cambios en Pl int0rior del tracto digestivo que permi

tieron a estas bact'1ri1s su superviv'lncia. I.a di"ta con - -

Chlorel1a fer~entada, no ejerce influAncia en cuanto a la -

cantidad de La.ctillagilli, bact".!riales y bif~.dobacteriales --

anaerobias y en partlcular a Pe12toatreotococcl.l§_ e:).sd~m;;t que 

fueron encontradas. 

Krilenko (24) ha hecho e:>t11dics en ~QU 1:1osambica 

alimentándola con C)Jlqr~L~ _y~, encontrando que estos 

peces tienen un mejor desarrollo que el grupo testieo. 

No solo ha sido empleada Qh!,orelil en experimentos 

con aniTl'!ales, )'O. qU".! Pn i>:l Japón S'.l ha snministr:i.do, ~xtrac-

to de ésta, sn canT:idad de 30 mg. durante 100 días, a una PQ 

blaciÓn estudiantil, observ~ndose el ~facto en el grupo CGF 

(Factor de f,hlorella prcMotor del crooirniento) en 1h vieron 

que la v<'!locHad rie crecimi~nto de los rliños de 5o gl'ado en 

rel<l.cl Ón con l•JS testigos, fU,~ más grande. Fujimoto et al ( 16). 

Car~>?rÓn ot /J.l ( .S) reporta en su,':'..vs del !mdrtico a _g,. ru-
~ como la única alga verd'3 encontrada en esa región; sus 

estudios con el dcroscoplo electrónico son de valor en las 

suelo:;. 

-----.~-

: . 
1 

1 
1 
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Bailey ot al(?) empleó Chlorella, No~toc y qscillatoria, -

para medir la estabilidad al agua r:lo los a.g:regados del suelo. 

~ncontró que cada alga 1nc~ementa significativamente, el po¡ 

centaj~ de agregados del suE:1lo »pues de sois semanas de 11! 

cubacion; los agregados formados por Nostog y Osstllaj;oria,

de lOOü a 2000 u de diámetro son estables al agua, para ·• 

Qtilo~·e,!.J& los agregados estables son de 500 a 100 u, mien- -

tras que en el suelo control los aeregados estables .son menQ 

ree de 295 Uc 

En la detección do elementos traza en g1•ados contaminunt'3s, 

QiJ,or.~ se comporta de diferentes f'ormas, Sl!iel (46) con-

sidsra qus el P.ig interviene en la re.gulación del K, cuando 

se encuentra en niveles de 2 u molas de hgíl, Pstimula sin§. 

f'ecta:r el ni val interno de K, pero cuando se adiciona HgCl -

en un niv&l de 8 u molas de Hg/l., causa un :rompimiento en -

la permeabilidad de la membrana de Cnlorella, que se indica 

por influjo neto de K 1n"t9rno. 

Nollendorff (31) encontró qua a concentraciones de Cr a:rriba 

de 0.5 mg/l, el crocimiento del cultivo se ve inhibido y ba• 

ja la productividad. Las a0sia tóxicas de Cr en el mtidio -

nu~ritivo, dar1 como resultado un d~cremento co.osideruble on 

las proteínas de las células, caus~ do adeir.ás la destrucci Ón 

de la clorofil'I. 

Con relación a la capacidad que tiene esta alga para la des

composici6n del fenol. so ha visto que se realiza ~n culti--

vos puros y ~ezcl::¡dos. Los proc~sos b~ol~ricos de las algas 

pueden descomponer el fenol, Mro ~:Ólo a ciert:i.:; cc;;:~<;>ntra--
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componer a 1000 mg/l, en cumbio en concentraciones de 1500 -

mg/l en la mayoría de los casos son letalP.s para las al:,as. 

Muchas veces los cultivo3 ~ornblnados de alr,as y bact•n•i:is -

con capaces de descomponer rnás eficazriente el fenol que en -

cultivos puros, Sivko (47). 

Los herbicidas desempeñan un pap<'!l muy importante en la eli

minación de malezaD, pero cuando son emplee.dos en fuertes -

cantidades, no sólo afeotru1 a estas sino a toda la comunidad; 

a este respecto ha sido obs8rvada la ~ación de algunos herb1 

cidas tales comos Nitribuzin, Tr:lazina y Cyclohexil sobra va 

rias especies de algas del suelo en cultivos l:Íquidos, agre

gándose 0,05, 0.10, Oo50 y 1.0 P•Pom• de los herbicida;; pu

do observarse que A,_ll_aba.ena_ no fue afectada a 0.05 ppm 9 pero 

no creció en las siguientes concentraciones. f!alore:ua y - -

C,lamido~on-ª.§. no puedieron crecer en presencia de Oo? ppm de 

tatribuzin y Cyclohexil. Pero de ambas, las Cl!l!l?Sonop,as son 

tr!ÍS afectadas por los herbicidas, en tanto que Cbloi.tella es 

más rasistent'3 1 Arvik et al (4). • 
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III.- MATERIALES y Mr~rooos. 

l} Colecta y aislamiento de las nlgas.- Sobre la ca--

rretera Cuernavaca-Cuautla a 1.250 w.s.n.m., lugar que co- -

rresponde a la antigua falla del Cañón d0 Lobos del grupo de 

fallas post-cretás1cas J dicha falla, t:l.enA rumto hacia el D,2 .. 
roesta, por una distancia de cuando menos 12 km. a travea 

del anticlinal de Tecumán (1J) Friesq 

Se colect!l.ron en el klno 19.5' las muestras de roca caliza, 

que presentaron crecimiento algal visible, 1&.& muestráS de -

roca se encontraban aflorando. Pa~a la colecta se utiliza-

ron frascos estériles. 

Cultivo mixto o imperfecto.- Se tomó asépticamente -

una pequeña porción del raspado de la::: rnuestras de roca, co

mo inóculo y se depositó en tubos éon medio Detmer líquido • 

(1 ) , a pH de 8.5 previamente esterilizado. Los tubos se il! 

cuilaron a t<!'."peratura de 22''a 25°C; utilizándose lámparas 

flotrescentes de 40 v:atts) a una distancia de 15 cm. Aprox;!,, 

• ~ • d mada100nte cada 10 dJ.aS se hiciAron resiembras,utilizan ose -

el método del centrifugado para eliminar la contaminación -~ 

bacteriana (1 ) • 

Cultivos Sólidos.- A partir ·ae los cultivos l:l'.quidos 

de la tÍltima transferencia, se prepararon diluciones 1&10 y 

1: 1000. de cana dilución se to~ó 1 IJÜ.. como inÓcnlo para CA 

jas Petri con med1D Detmer sólido & pH 7.0~ el !nÓCulo fue -

distribuido homogeneanen:~ en la placa y se incubó en las -

mismas condiciones que los cnlti vos líquidos. 
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Cultivos Unialgales .- Estos cultivos se obtuvieron m!!, 

die.-nte resiembras sucesivas de medios sólidos a l:l'quidl1S y -

de liquides a sÓl1dos,saleccionando como inÓculo3 a las col..Q 

nias más aisladas y ca:racterísticas. 

2) Purificación del cultivo.- Para tratar de eliminar 

las bacterias aco~paf'l.antes del cultivo~se empl~aron dos mét..Q 

dos, uno consistió de lavados y centrifugados sucesivos y en 

el otro SA adicionó antib~dticos directamente al medio de 

cultivo. 

Tomando como referencia el método reportado por Acorini;i (l) 

para la eliminación de bacterias en un cultivo de algas, se 

hicieron pruebas preliminares, en las cuales la mñestra se -

centrifngÓ a 3000 rpm durante 10,15 y 20 min. en tres ocasiQ 

aes, e.boontrÁndol.le quir; el cultivo centdf'ugado dur&nte 15' -

mtn.,fue el más adecuado pa:L'a. este fin, repitiEÍndose la ope

raci on oomo sigue! 

Se centrifugaron 2 llll. de la muestra dilu{da an 6 ml. de a-

g11a destf.lada eú cc.ncli cienes ei.;tériles, se decanta el sobre·· 

nadante, y el conglomerado de celulas se resuspende en 8 ml. 

de agua dastilada estéril, rep1 t1éndoRe tres veces la opera-

• • 1 • cion, En el ultimo avudo, la muestra se sembro por cuadru--

plicado en tubos de ensayo que contenían 10 ml. de medio - -

Detmer ori1.7inal~ 1noculn."lc1o con l ml cada tt::bo baje condici.Q 

nes estériles; de estos tubos se hicieron tres siembras en -

placas rle gelosa simple por quinturlicado,colocando l. ml por 

placa, la J''."i!!'era fue hec!::t i'."~'N'di'l.ter.ant:e después del +.rat_i! 

miento, la S8gUnda a med:!.nr'os de '!.a Bclad del cultivo (9 dias) 
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y la tercera 11 los 18 dÍe.s de !ucu.bación, ser::brmdo jun!:o con 

estos un testigo. 

~n el segundo método se empleó estreptomicina agragada en dÓ-

sis de 100, 80, 60, 45, 30 y 15 microgramos por ml. de medie -

de cultivo. 

Los cultivos que contenía c&da una de las diferl'!btes ·dÓsis fui 

ron inocul.9.doo da la misma forma que los anteriores, y hmblén 

en este caso se h.i.cleron tre::i s:!.embras áe la misma forma que 

para la mUAstra c~ntrifugada. 

3) Determinación del medio de cultivo Óptimo. Para la -

obtención del medio Óptimo (en el q ¡¡e se úbtlene la máxima po

blación) se utilizaron los medios de cultivo que s continua- -

ción se enumere.ns 

A) Medios Líquidos.- Se pr.eparsron di!'el'entes medios de culti

vo, teniendo como base el medio de Detmer original y el Detmtir 

modificado roportado por Acorinti (l) a los cuales se les hlci!!, 

ron algunas variaciones. 

MEDIOS PROCEDIMBNr OS 

D~tm~r :u'.,uido cr1g1na11 Nitrato de cali:;io l.OQ g/l de agua destilada 

P'osfuto monopatásico 0.25 g/l 11 ti 11 

Sulfato de magn11sio 0.25 g/l 11 11 11 

Cloruro de potasio 0.25 g/l 11 11 

Cloruro de fierro \"est1g9s 

Detmer líquido rnod1Ticado con micronutrimen~os (1) 
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Detmer líquido original con 

ureas 

Detmer líquido modificado -

e on 'lll' ea 1 

Detmer líquido original con 

urea fil traóa s 

Datmer liquido origina~ sin 

n1 tratos1 

Detmer l!quido original sin 

potasio: 

Detmer líquido original sin 

fÓsfcro: 

En o.ste caso) la fuente de ni

trógeno fue urea en lugar de 

nitrato-de calcio' astertli:i:a-

Se nubstituyÓ el nitrato de -

calcio por urea. 

Se cambio la tu~nte de nitró

geno en igual forma, poro a -

diferencia del medio anterioio, 

se esterilizó haciéndolo pa-

Sa? par un filtro lllilipol'e, -

Gel.man Matricel con un poro -

ª"' 0.020 u. 

Se substituyó el nitrato de m 

calcio por sulfato de calcio. 

Se subst1tuté el cloruro de -

potasio y el fosfato de pota

sio por cloruro da sodio '1 -

ros fato de sodio. 

En el cual rue substituido el 

fosfato monopotásico por clo

ruro de potasio en la misma -

proJ;orci ón. 
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Detmer líquido original sin 

magnesio~ 

Detmer lÍquido original con 

sulfato de Amom.o: 

Detmer lÍqu!do mdifics.do 

sin nitratoss 

Datmer liquido original con 

vitamina Bl 

Detmer líquido original con 

vitamina Bl2. 

Se prepararon dos m9dios, en 

uno de ellos se substituyó el 

sulfato de 1l'agnesi o po? el --

sulfato de calcio y en el otro 

por sulfato de amonio. 

Se substituyó el nitrato de -

calcio por el sulfato de amo-

nto. 

Se substituyó el nitrato dti -

calcio po:r llUlfato de calcio. 

Vitamina B 1 ( earnot) a una con

centraoi Ón de tres microgra-

mos por litro. 

Se usó la misma concent~actón 

que la anterior (vitamina B12 

Carnot). Fogg 0.5). 

Medio basal Bold; usado por Foot ( 1~ par.<J. el cultivo de .illlJ..2-

Detm~~ lÍquido original con 

períodos de luz y obscuri-

dad de 8 horas. 

Medio a ba~e de extracto de 

roca. 

l3'll1U(ITP:':CP1 ~7tr!Jl.~ 

ij: t.b ~i ~ 
zrtCat~; 

S& preparó de la siguiente -

forma: Da las rocas colecta--

das, una vez limpias y moli--
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das se toruaron )O.O gl'. colo

cándol~3 an 250 ml. de agua -

des ti lada a.gi tand o por espa-

ci o de 5 min. cada 24 horas,

durante 5 dÍas; al cabo de -

los cuales se extrajo la sol.n 

ci é~n mec'liant<i centrifugación 

hasta obtener al lÍq~!do tD-

talmente transparente, lo - -

cual se logró do~pué:i de 4 <.:..; 

centrifugadas consacutivas a 

8000 rpm duran.ta 5 minutos. 

Pera los l!Ultivos de medios llquidos, se utilizaron tubos de -

ensayo de 200 X 2' lllJll., colocando, en todos los casos ?0 mlo -

de medio. La est9r111zaci6n se llavó a cabo en autoclave, a -

!5 libras de presión durante 20 minutos. 

En todos los medios de culti''ºr se ajustó el pH a la neutrali

dad, utilizando KOH o HC1 según fuera nocesarlo. 

Las inoculaci.ones siempre se hicieron a partir de un cultivo -

madre de 10 d!as, crecido an medio Detmer orlginal l.Íquldo, C.Q 

locando en todos los casos, 2e0 ml. di! inÓculo. 

Para la incubac:ión de los cultivos, se utilh:Ó una c~EU'!l con 

temperatura aprox1~ada de 28º e, provista de una lámpara flcu-
,. 

recente de 40 watts y colocada a 15 cm. de distancia de los ct\l 

t!vos, con una iluminación equivalente a los 1200 lux. 

En bas"! a los resultados obt1rnidos en c11da medio de cultivo, -

se elaboraron tablas de polihc:iÓn y curvas de cr"lcimi"lnto; para 
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lo cual, se determinó por duplicado, el número de células al{U! 

les/mm3 cada tercer dfa durante un período de 18 dÍas utilizá,a 

dose para la cuenta una cáruai:-a <la Neubauer, 

En cada uno de los cultivos ant•3riores, se deteminÓ el tamaño 

de las algas, utilizando para allo el objetivo de 40x de un aj. 

croscopia marca Wild, report!Úldose en cada caso Gl promedio de 

100 células medidas. 

B) Placas de suelo.- Con el fin de observar la adaptabi 

lidad de Ch1ore!lª al suelo, fueren p~eparadas placas de dos -

su~los con rr opiedades diferentes: 

Suelo 1 virgen, colectado en la carretera al Desierto de los -

LeoMs km. 29, a. O - 30 cm. de profundidas. 

Suelo 2 cultivarlo, colectado en las áreas circundantes al ex-

Lago de Texcoco, Chapingo Méx. 

A cada suelo, una vez ~acadoz al aire y tamizados por la malla 

18, se les determinó: 

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

't) Re'.l.cc1Ón d<:l stPlo por <>l r·•étodo potencimétrlco, con -

un potenciómetro Beckman Zeromatic, con una dilución -

de suelo de 11 2. 5 (19). 

e) Materia orgánica por el métcdo de Wnlkey y Black (49) 

( 17). 

d) Nitrógeno total por el método d~ Kjeldahl ( 40). 

e) Nitratos por al método d"l ácido fenol disulfÓnlco 

( 40) ( 44). 

f) Sodio y Potasio por flamometría. FlamÓmetro. 

g) )(agmisio. Por absorción atómica espectro fotometro de 

absordÓn atÓmica ?"lrkin-Elmmer Mod, 403. 

-·-·-··-~~ 
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h) Fosforo. ?oerel método del colol' azul molibdo fosfórico 

( 33). 

Una porción de cada suelo fue esterilizada en autoclave, duray 

te una hora a 120 ° c. Se prepararon placas tanto de suelo es

téril como de no estéril, colocando 10 gr. de suelo en cada ca"· 

js. de petri (por duplicado). A cada placa se le :f'11e adicionan 

do l ml. de inÓculo procedent'3 de un cultivo de 10 d!as en me-

dio de Detll'\,'?r urea. 

Se les ajt1stó la humedad a an 50-60% de capacidad de campo y -

S9 incubaron en la misma forma qne los cultivos lfquidost cada 

tres aías se las l'eajustó la humedad utilizando agua destHada. 

estéril. 

El crecimiEinto de las nlgas en las placas se GSti!'.!lÓ corno sigue: 

a) En forma directa o visual. 

b) Cuantificando la materia orgánica y el ni trÓgeno to-

tal incorporados, t~nto en las placas inoculadas como 

en las placas testigo, después del período de incuba

ci 6n ( 20 días) • 

e) Placa.s de roca ~olida.- Rocu cal.izaS}il'OCadentes del 

mismo si ti o de donde fue aislada la cepa, una vez li

bres de residuos orgánicos y superficies intemperiza

das, fueron molidas y pasadas por t81llices de mallas1 

120, 80, 60 y 3'). De cada fracción se prepararon pl!, 

cas en forroa idéntica a corno fueren preparadas las --

placas da suelo. 
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NOTA1 En los experimentos con vi tatninas y rotoperiodici

dad, los cultivos se hicieron en tuboo do ensaye -

de 15 X 150 mm. a diferencia de los demás exper1-

ment os en los cuales se emplearon tubos de 25 X -

200 mm. 
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IV.- R~SDLTADOS Y DISCUSION. 

Con el método dol lavado y c.;int¡-1fugado que se <impleé -

para tratar de aislar los cultivos de algas de la flora bacte

riana, se obtuvieron los sigui~ntes resultados: (cuadro i). 

La población b~cter1ana d9 los cultivos de ghlQtel~~ 

en las placas de Gelosa durante el punto inicial del expel'ime,n 

to, fue ligeramente menor a la del cultivo testigo. A los 9 -

y 18 días de incubación no se obsorvó ninguna disminución en -

la población bacteriana, es decir, el desarl'ollo bacteriano r~ 

sult6 ser en estos dos per:!odos rle 1.ncubación, igual tanto en 

los medios lavados y centrifugados como en los testigos no la

vados ni centrifugados. 

Es evidente que aunque este m~torlo dis~inuye ligar& o moment~

nenmante la flora bacteriana, pr.oduca en forma bastante apl'é-• 

cÍ.able, un incremento de la población de Cb,lorell.§ en compara ... 

c1Ón con los medios testtgo~ no tratados, esto nos hace supo-

ner que quizá los lavados y movimientos recibidos, hayan ss- -

timulado su crecimiento. 

Las pruebas que s6 efectuaron c~n antib1Ót1cos, nos 11~ 

van a consicl&rl'll' quo las dÓs1s apllc&das de 30 a 60 .. µgr. por 

ml, son eficaces para eliminar en gran parte la florq bacteri~ 

na que acompafia a lns cultivos da ChJ.orellij, sin embargo las a} 

gas se viFJron notablemente afectadaa con toda~ las QÓsiB d>e. an 
tlbiÓticos aplicadosJ como se pu~den ver en el cuadro 2. En la 

dÓsis de 80 ugr. por ml. el incremento en la población de Cblo 

u.na fue muy poco significativo y r•.!Stll.t1S nulo en la de lOOc 
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Según los resultados obtenidos, se puede apreciar que aunque -

este método es efectivo para la eliminación de una gran parta 

da la flora bacteriana, tamblén a.recta notablemente a Chlore--

11:!,,disminuyendo su población. 

Otro experimento que se realizó fué el de eliminar en -

algunos medios da cultivo~ alfunos nutri.mento~" o bien cambiar 

la fuente de estos, con el fin de conocer la rospuesta da Chlo 

,tella a diversas cnncticiones. 

En relación a las variaciones que se hicieron al medio DetmP-r 

original,obtuvirnos como Óptimo par~ su cre~imiento en cuanto a 

población, al medio Detmer modificado,como se puede apreciar -

en el cuadro 3 y gráf1.ca 1, ya que fue el medio en el que se -

encontró el más alto número de células por l\11Jl3• 

El Detmer 1n•ea esterilizado por medio de filtración, junto con 

el Detmer original con sulfato de amonio on lugar de ni trato -

de calcio, fuaron los medios con los cu&les se obtuvo el tama

flo promedio da cdlulas m~s grand~ que rue de 8.7 y 8.4 u res-

pectivamenteo Probablemente debido a que estas fuentes de ni

trógeno, sean más faci lrnente e.provechables 'por las células. 

Tanto el tamaño promecHo corno la población, fueron ligeramente 

menores en el medio Detmnr urea ASterilizado on autoclave, cu~ 

dros 3 y 4 y gráfic~ 5,lo cual nos hace pensar en quo existe 

una ligera desco~posiciÓn de la urea por aste método da esteri 

liz aci Ón. 

'Sn el CU'J.dro 3 y gráfica'!3 ?.y5, se aprecici ~O!'!'O varÍa la pobla

c.1.Ón de Chlol'el1,!!. de acuerdo a la ausencia de ciertos nutri---

mentos en el medio de cultivo. 
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La población más baja se encontró en los medios carentes de Mg, 

los cuales temen sulfato de calcio y sulfato de aruonio en lu

gar de sulfato de magnesio; ~sto lo podamos observar en la grÍ 

tica 2 y cuadro 3. s~ saba que Bl Mg juega un papel muy impo¡_ 

tante en todos los vegetales,y el hecho do eliminarlo en el m,!2. 

dio,no solo afectó. su fotosíntesis sino que el creci~iento de 

la población se viÓ müy' linlttada. 

La el11Dinac1Ón. del n1 trÓgeno en el medio, dá por resul.t-'\ 

do una notable baja en la población,como se observa on las grÍ 

ficas .1 y 2; esto nos demuestra que 9.hlO.rella es ca.pu de cre

cer en medios carentes de ni tr-Ógeno y e.p:rovet:!ha!'lo en cual- -

quier forma en la cual se encuentre tYª sea como amon:l.o, urea o 

nitratos; de estas fuentes de nitrógeno la urea estimuló más -

el -0recim1ento tle la poblaci6n (cuadro 3) .. 

La. ausencia de potasio produjo u.n efecto muy aim11ar al que 

produjo Ja carencia del r.iagnesio en el cultivo. 

La eliminación de est<'I alemento se refleja en un bajfeimo ere•' 

cimiento de la ¡:ioblac:16n, como se pUPde observar en la gráfica 

2 1 cnadro 3: en donde la población no~IJ.¡ega ni a la mitad da 

la obtenida en el testigo. 

La co.ren~ia da FÓsroro p~Odujo bn efecto menos drástico, que la 

carancla de magnesia, potasio y nitrógeno, sin embargo lapo-

blac1Ón f!1é casi un 50 f. 1nencr que la di:il Detmar original (te_§ 

tigo). 

Con el extl'acto de roc11 se o'.;tuvo una poblB.ciÓn ligeraments S,l! 

parior al 50 % ds la obtenida eo el medio Datmer original ( te_il 
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tigo), ~sto ·quizá pudo haberse debido a la poca cantld '1n d·~ pQ 

t'isi o y a la carencia de nitratos, como se aprecia en h gráfi

ca 3 y cuadro No. ?. Sin embargo el aiga tubo bU8n crecimiento, 

con lo cual se confirma qu~ Chlore:Y,a ti~ne nn gran poder de -

adaptación a cualquier tipo de modio, aún con car1mcia de nitr.Q 

geno disponible. Las curvas que se realizaron con carencia to

tal de nitrógeno, nos dan la idea de que quizá el alga puede -

asimilar en parte, el nitrógeno atmosférico, ya que su oreci- -

miento en qstas condicionAs no rus ciertamente el más bajo. 

El medio D9tmer modificado, constituy6 el Óptimo para el desa-

rrolla de la población, sim embargo las células tuvieron un pr2 

medio de tamaño de 4.1 u en relación al Detmer or:l ginal que tu" 

de 6 u; tal vez la elevada población establezca una especie de 

competencia por espado, oxígeno y nutrimientos que conduzcan a 

una disminución en el tamar.o de las células. 

En el m~dio Dotroer modificado y los medios Cal'entes de nitróge

no, se obtuvieron lus células de m;:1nor tamaño pr·omedio, 4.1, --

3 .9 y 3.4 u (tabla 4). 

I.a carencia de fÓsfo1·0 y potasio no fue signitic&.tiva en cuanto 

a disminución en el tamuño de las celulas. 

Por lo que al magnesio se refiere, su carenc:J.a. no disminuyó en 

lo absoluto el tamaño de la célula, puGs como si! reporta 1m la 

tabla 4, el tamaño promedio de los más elevados, 8.4 u, se obt.u 

vo en un medio ca::'enti<> de maGnesio. 

Con el e:i:por irnen: o de i'otoperiodicidad cuv.dro 3 y gráfica. 

4, se pudo comprobar que la luz continua durante todo el pe- -

TÍodo d..e 1ncubac1Ón1 lejos de afectar a los culti.vos en 
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Detmer original, los estirrula grandemente, La. población obte-

ni da con parí odos do luz y ob:;curi<lad alterns.dús, escasa--

mente lle¡:;Ó a un 50 ~ de la outenlda con lt.:.z contínu.a. 

Se ticieron también pequefias prue·baz para v"!r que influencia -

tiene el estímulo vitadnico sobrf! el crecimiento de Chlor"'J.J&, 

encontrándose la mejor respuesta¡lla la presencia de la vitamina 

B1 , habiendo producido en este catso, el mayor incremento ·e~ le 

poblac:ión, en relaciÓII al testÍgQ. ,~or otra parte la v1t~na 

B12 caái• uo ejerció ningún efecto en la poblaeiÓn con ree;pecto 

al testigo, oorio se vá en e:l. cÚadrc 3;y gráfica 6. 

Eu el medio Bold encontramos que el período de du.raciÓn ñel 

cultivo es inferior al de DetMer y el tamaño promedio de las -

células es menor al de éste, aparentemente el medto Bold esti

mula en un principio a las células, pero la .cnrva decae más r.fi 

pidan:ente (gráfica 7 y cuadro 3). 

Durante el experimento de cul ti.ve de QhlorAl!a en placas de 

suelo, se encontró que el incremento en la mater:1.a CII'gán1ca cQ 

re~ponde en todos los casos, a un l'lU!.l!ento en el crecimiento da 

.Qhlou;Ll!l, tanto an plá.cR:i de suelo est3r11 cor.io no aatEtr11, .. 

pero siendo mayor en este Últill'..l tcu.adro 6). Lo mismo pudo ª"' . .... . ' p:reciarse al detel'fllinar el de n1 trogeno total ,aunque en forma 

menos significativa. . .. 
De los análisis practicados a los suelos ut111zados 7 se vio --

nna marcada diferencia en sus propiedades (cuadro 5), los nu-

trimentos se eMontra.ron en mayor proporc:l. Ón en el suelo de -

Te:xcooo. Esto nos e:xplica el hec!:o de -.jUe se haya encontrado 
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tma mejor arlaptaciÓn de las algas a éste suelo, que al suelo -

de la Carretera al Desierto de los Leones, como pudo observar

se a simple vista. PodaTos considerar que C)ll~gl,,~ tiende a 

crecer mejor a pH alcalin~ y que la elevada conoentraciÓn del 

sodio no limita su crecirriento (cuadro 6). 

En las placas de roca molida, de donde fue originalmente aisl~ 

da el slga, se observaron los siguientes resnltados: fue posi

ble V8r el c:recim:!.ento a. simpl<? vista on la roca tamizada 120 

y 80 mallas, apreciándose áreas totalmente verdes, mientras -

que on las de partícult:i.s ruás g:ruesas,el desarrollo fue deo~e-

ciendo. Se encontró, por tanto, que el tamafio Óptimo de par-

t:l'.cola para su crecimier,to se encmmtra entre 0.190 y 0.125 ll!ln.; 

lo cual puede confirmar el hecho de que también se haya obt~ 

nido el máximo crecimiento en al suelo de textura arcillosa. 



Medio de cultivo 

Detmer modificado 

centrifugad o 

Detmer· urea 

centrifugado 

Detmer modificado 

r.o centrifugado 

Detmer urea 

no centrifugado 

CUADRO 1 EfActo de la técnica del lavado y centrifugado 

sobre la flora bacteriana acompañante de C_h_lo

rell~, '"xpresado er. No. de células/ml de medio. 

DÍ.as d e 1 n e u b a e i ó n 

o 9 18 

Bacterias Algas Bacterias Algas Bacterias 

170C 8000 # 435'00 1 

: 
1700 7000 # 28000 # 

1840 8000 # 18000 11 

1938 11000 I 16000 IJ 

# Arriba de 700 000 

.1\.J.gas 

36000 

17500 

12000 

9600 



CUADRO 2 Efecto de la éStreptomicina sobre la flora 

bacteriana acompañante de Chlorella en me-

di o Detmer original, expresado en mímeros 

d0 células por ml de medio. 

Conc~ntr:1c1Ón del D 'Í. a s d. e 1 n e u b a c 1 Ó n 

anti ti ético 
18 o ') 

ugs/ml de 

medio Bacterias Algas Bacterias .Algas Bacterias . Algas 

100 o 9000 o 9000 o 5000 

80 1 7000 o 8000 o 6000 

60 4 11000 o 16000 o 9500 

45 4 7000 o 13CO o 8000 

30 6 8000 35 12000 o 7000 

15 6 8000 30 13000 2? 8000 

Testigo 90 9000 300 133 000 ªºº 63000 



CUADRO 3 Cuadro comparativo dPl crecimiento de Qhlorell~ en 

diferentes medios de cultivo, número de células 

por mm3. 

Medio de D!as de incuba.e! ón. 

cultivo l 2 5 7 9 11 13 15 17 

Detll!er urea 21000 65000 105000 180000 390000 630000 . .395000 .250000 240000 

filtrado 

Detmer urea 40000 60000 115000 380000. 590000 .400000 225000 1750000 140000 

Detmer modi 22000 45000 610000 113000 395000 290000 260000 240000 195000 

ficado urea 

Detmer mod!, )4000 54000 130000 395000 775000 740000 710000 660000 510000 

ficado. 

Detmer r.rnd1 2j000 48000 52000 60000 73000 66000 61000 39000 28000 

ficado s/N 

Detmer ori- 19000 34000 48000 53000 58000 83000 118000 78000 63000 

ginal s/ N 

Detrner or1- 9000 10000 11000 17000 22000 49000 36000 32000 28000 

dnal a/ K 

Det!T'er ori- 9000 15000 32000 47000 92000 <:10000 10000 102000 9.4000 

ginal si P 

l 
Detmar s/Mg 8000 1?000 19000 21000 29000 35000 30000 17000 14000 

( l\1114) 2S04 

Detmer s/Mg ªººº 9000 95000 12000 27000 2?000 25000 1800C 13000 

e/ CaS04 

Detmer 8§'00 12000 37000 56500 91000 180000 145000 110000 80000 

o/(NH4)2S04 

E:xtracto - 8000 12500 35000 55000 108000 220000 345000 235000 132000 

de roca 

Detn:er ori- 8000 11500 46000 135000 138000 260000 190000 160000 130000 



Detmer r.'Od,;!. 23000 48000 52000 60000 73000 66000 61000 39000 28000 

fi Cl.\dO s/N 

Detmer ori- 19000 34000 
.. 

48000 53000 58000 83000 118000 78000 63000 
ginal s/ N 

Detmer ori- 9000 10000 11000 17000 22000 49000 y ... 32000 28000 
dnal s/ K ¡ 

Detll'er ori- 9000 1?000 32000 47000 92000 ;;¡10000 10000 102000 Q4000 
ginal si P 

i 
t ·-~· 

Detmal' s/Mg 8000 17000 19000 21000 29000 35000 30000 17000 14000 

( f\1H4) 2S04 

Detmer s/Mg 8000 9000 95000 12000 27000 27000 25000 1800C 13000 

e/ CaS04 

Detmer 85"00 12000 37000 56?00 91000 180000 145'000 110000 80000 

e/ ( N1Li) 2S04 ( 
1 

. f 

B:xtracto - 8000 12500 35000 55000 108000 220000 345'000 235000 132000 

de roca 

Datrr.er ori- 8000 11500 46000 135000 138000 260000 190000 160000 130000 

ginal # 

Datrr.er ori- 26000 62000 141000 375000 555000 340000 290000 200000 180000 

ginal 

Medio Bold 28000 55000 110000 150000 273000 312000 162000 90000 50000 

# Curva hecha con per!odos de luz y obscuridad. 
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CUADRO 4 Tamafio de las células de Qblp~ en 

diferentes m·~dios de cultivo liquidos 

a los 10 dÍ as de incu\laci Ón 

Medio de cultivo TamE\f\o de las células en u 

1.:1'.mro Promedio 1 

Detmer modificado urea. 

Detmer urea filtra1o 

Detmer urea 

Detraer original 

Detmer modif!cado 

Detmer ~edificado sin 
ni tratos 

Detmer original sin -
ni tratos 

Detrc:er origine.l sin -
potasio 

Detmer con sul1'ato de 
a.mor.io sin magnesio 

Detmer orig1nal sin -
rósforo 

Detmer con s11lfato de 
calcio sin marni1s:lo 

Det~er con sulfato de 
amonio 

r.:xtracto de roca 

Mecio bas 9.1 Bold 

' Promedio de lOC cdlulas medidas 

u micras. 

3 

2 

3 

4 

4 

3 

8 

13 

12 

10 

6· 

6 

? 

11 

14 

9 

14 

11 

11 

11 

8.7 

6.o 

4.0 

4.C 

6.Z 

8.4 

7.8 



L 

t 

CUADRO 

~.'·~'lstra. 

Arena Limo 

f, 1' 

Ta:xcoco 36 3 

C. al D. 40 39 
de los 
Leones 

":xtracto 
de roca 

M.O Materia Orgánica •. 

tL T Nitrógeno Total. 

?. 

¡U-cilla 

~ 

61 

21 

Algunas propiedades ~Ísices y químicas de los suelos 

y axtracto de rocas, utili~adas en el cultivo de - -
' 

CQ.J..orell¡ en placa y tubos respact1vtuüente. 

miligramos por litro 

Textura pH Na K Mg p li-N03 M.O. N .'? • 

% -¡, . 
a:rc:l,lla 9.2 ·0.36 O~ll 0.01 2.33 º·ºº 0.276 0.242 

tranco 6.6 0.01 o.oo OcOO 0.16 o.oo 0.104 0.038 

8,0 º·º' o.oo . º·ºº 0.20 o.oo 



CUADRO 6 Estimación del crecimiento ~e Chlorella en placas 

de suelo y roca, mediante la cus.nt1ricac1Ón de la 

materia orgánica y el nitr&geno total 1ncor--

porados. 

!foestra No. de Tamafío de Cond.i cionss Condicio™"s iniciales Después ce 20 Testigos 
malla. partícula del SU<ÜO días de incu~ Cmur>stras 

en mm. bac:t6n. no inoc~ 
ladas. 

"' % % % % % !" 

N.T. M.O. N.T. M.O. N.T. :v.o. 

Roca 120 0.125 estéril 0.023 0.690 0.029 2.07 0.024 0-580) 

Roca 80 0.190 estáril 0.023 0.621 0.029 1.78 0.024 0.517 
Roca 60 0.250 e11téril 0.023 0.276 0.025 1.78 0.024 0.207 
Roca 35 0.500 estéril 0.023 0-345' 0.024 l.78 0.024 0.104 
Texcoco 18 1.ooc, estéril 0.243 0.276 0.259 2.62 0.242 0.207 
Texcoco 18 1.000 ne estt:Íril 0.256 0.276 0.268 3.15 0.242 0.276 
C. al D. 18 i~ooo estél'11 0.050 
de 103 

0.607 º·º'º l.59 0.038 0.1C4 
Leones 

C. al D. 18 1.000 no estéril 0.050 0.449 0.050 2.07 0.038 0.104 de los 
Miones 



Mil11 do ct{tuloc / "'"'3 

700 -

600 

O.M. 
soo 

D·M· Detmer modificado 

D.M.U. 11 
urea 

o.o. 11 Oréginol (testigo) 

O.M.1/n 11 modificado 

"ºº aln nitrógeno 

300 

200 ~o-•.u 
. D·O· 

'ºº / (.>,-.. 



400 

ªºº 

200 

100 

20 

D·M· 

D.M.U· 

o.o. 
O.M.t/n 

11 13 1 !5 

Detmer mo<liflccdo 
11 

... 
11 

sin 

u reo 

OngÍnol (Testigo) 

modificado 

nitrógeno 

o.1i1. S/n. 

17 dloe dt, 
•llCUÍIOCion 

Fig. 1 RespuHtoe de Chl:>rello \'Ulgorh ol Medio Ocltmer mo-

dificodo con o launa• varíar.fon11. 

•· .n. 



\ 

o.o. 

ll 13 15 17 d1·oa. de 
t ne ... bac 1Ón 

hhlu d:a cel .¡,,.,J --
220 

200 

140 

160 -

i40 

120 ~ 

'"Í 
&O 

40 

20 

3 5 7 9 11 

O·O. 0.11\Htr º''º '"ª' e t.,t,90) 
0.0.s/P .. al11 fÓsroro 

o.o.uN n,tr~cr.o 

0.0.11/K po1oa10 

o. ·~e .. moone1110 
C/CoS04 1;on sulfato de cokio. 

o.ca/P 

00./1< 

i>.a/M9 

~=. 
( Nlf4) 2S04 

17 d/os .Se 13 15 
incuboeiÓn 



8 .., .. u .. .., 

""' 
M

 
o c . E

 

.. o e " "' o 

. .., o 
¡; 

w
 

L.............-:-~~--::--~~-:-~~~-:-~~-::--~~!:-~·~....J.~~--.J..~~..J~~~.J.~~~l..._:~ 
.:¡ o 

o 
o 

o 
o 

o 
o 

o 

§ " n 
:1 

~
 

~
 

~
 

<r 
CD 

<r 
N

 

... 
8 ... 

8 .., 
8 O

I 

ci ó 

8 

o N
 

,e
 

o 
.. -'D

 
u o 

..... 
o 

" 
·
-
u

 
.,, 

e 

. .., o e D
 

E
 

"' o , 
01 

... 

10 



. 
· .. 

., 

500 

400 

300 

3 
Miles de cel./mm 

200 

100 

O.O. Detmer original 

E.R. Extracto de roca (Testigo) 

I 

\ o. o. 

' \ t:. R. 



300 

100 

3 

F 1 g. 

! 

5 7 9 

. ~· ' 
¡,.., •. , 

1 1 

3-Crecimiento cómparot1vo de Chlt'rollo 
d 10 Detmer origfnal y el extracto dP. 

o. o. 

t:. R. 

13 15 17 d(as de, 

v u t g o r il en me -
r oc o. 

" in cubac1on 



Miles de .:el ./m~.;, 

50C 

400 

300 

1 

200 

\ 
/ 

CON LUMI
NOSIDAD 
CONTINUA, 

r 



200 

100 

\ 
I \ 
I 

CON LUMI
NOSIDAD 
CONTINUA. 

CON FOTO
PERIOOICI
DAD. 

d 1'0 s de 
incubación 

r1g 4 Efécto de le Fotoperiodlc1dod en la poblac1Ón dt ~!l.!.!! yylqqns. 



Mllu dt ctl. /~ 

600 

!100 

400 

'' 1. 

300 

/ 
/ 

\ 
\ 

o,o. 

o.u. 

o.u.;:. 

D•tm•r Orio1na 1 (teat190) 

Urea 

" " f lltnill o 

[)c/(NH<I J210,. Dltmor con 1ul 

fato d• amonio 



!loo L 

400 

300 

200 

100 

3 !5 9 11 

o,o. Oétm~r Orig11101 (1ut19<1) 

o.u. urea 
o.u.;=. .. f lltro<l o 

Oc/(NH.i 1
2
10" Oetmer con aul 

fato dt amonio 

~O.U.F. 

'\~ o.o. 

~o.u 

13 15 

Flo. ~ ReapuHtCI d• CfllOrella 11ul9af11 ante dlfer1ntH lu•nT•• 

di nnrt'tHo 



Nilaa de ~•lulat / mm
1 

360 -

340 

320 

300 

260 

240 

220 

200 

180 

160 

140 

120 

O. O. Detmer origino 1 (test1go) 

D.O.v1t. B1 Dfltmer or.iginol 
con v1tcm1na e1 

O.O.v1t. 812 Dttmer oriolnol 
con v1tam1no 8 

r2 

\ 



240 

220 

200 

180 

l loO 

1-10 

120 

100 

80 

ep 

40 

20 

" ~,,.¡ 

-'. 

3 ? 9 11 13 !5 17 

Flg. 6 RHp1.1uto dllfil1ºJ'"~ vu!iagrlA o lo presencio dt v1!0-
m1ncss en el o !O etmer or101ne1l 

d{aa de • 
lncubaclon 

$ ·LOpf.·l IJ 



3 
mi 1 es d 11 e e 1 , / mm 

600 

~ºº 

400 

300 

200 

M. Detmer 
origina 1 (tes ti 

I· 
¡· 
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300 

200 

100 

3 5 7 9 11 13 15 

M. Detmer 
origina 1 (testigo) 

M.Bold 

17 dt'os de 
i ncubac1ón 

Fig. 7 Curvas de crectrnlento de Chorella vulgaris en dos me
dios de cultivo diferentes 

1 

J 
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v.- e o N e L u s I o N E s • 

La obtención de cultivos de Chlo!.tllJl VulgarJ,,¡; absoluta~ 

mente libres de bacterias, no pudieron srr logrados, corno lo r! 

porta la bibliografía, tal parece como si existiera para ciar-

tas algas una estrecha relación fisiolÓgicl'l entre bacteria-alga.· 

Se pudo observar que aparentemente la población bacteriana no 

constitu7e un impedimento para el crecimiento del alga. 

El medio de. cultiv0 óptimo para el desarrollo de la po• 

blación, en base a los resultados obtenidos, fue el Detmer modi 

ficado, el Óptimo para .e.i mejor tamaño dfl las células fué el -~ 

Detmer urea esterilizado por filtración a temperatura ambiente. 

Los medios anterio~es junto con el Detmar urea esterilizado a· -

120C an autoclavejrepresentan los mejores medios para el e reci

rniento de Chlorella Vulgaris. 

L~s respuestas de adaptación de g. vylgaris a la varia-

ciÓn de nutrimentos en el medio de cultivc 1 ~ndican que Qsta -

algn tiene la capacidad ds adaptar se a vari ll.S fuentes de nitró

geno. El nitrógeno en forina de amonio y especialmente en forma 

de urea 1pro<lujo un claro aumento 'ln e1 tamafio y rnímero de las -

algas. 

La carencia total de nitrógeno en el medio de culti~o a

fectó a Ghlorella tonto en. el tall'año como en la poblac16n, pero 

aún sin este ele~ento ~s capaz de cr~cer y reprocucirse, U5ando 

tal v-:~, rnAc"trJs~os quE' le per~itan fi,i11r ros1.tl'l!'1Ant.e, una --
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cantidad mfnima d'e ni trÓgeno del aire. 

La ausencia dol magnesio en el ir.edio de cultivo,es un -

factor determinante en el aumento de la población, pu~s los me

dios que f'ueron preparados en auoencia de este elemento, dieron 

el menor número de células/mm3;por lo anterior se pu~d~ con- -

cluir que el magnesio es un factor limitan te para !!!l desarrollo 

de la poblaciÓnj pero no para el tamaño de la célula. 

Las variaciones de las algas respecto al medio de culti

vo' se cbser"lar.on no solo en el comportamiento de la población, 

sino también en el tamaño y pigmentación de los individuos. 

Encontr4mos un mejor crecimiento en presencia de vitami

na B¡~lo que demuest~a que posiblemente la tiamina actúa como -

un factor de crecimiento, no así la vitamina B12• 

Al corr.parar el medio Bold con el medio Datmor, se en--

centró que hay un mayor per{odo de viabilidad do las c<:Ílulas en 

e.ste Último . , por lo qua se concJ.u.y11 que el Detmer ea un me

dio bastante apropiado pa~n el cultivo de Chlorella. 

La incorporación de ~atariales org&nicos al suelo por -

parte de Chlorel1a VJ:!lg!,ll'is, es mayor mientras más fina sea su 

textura. De donde se p11ede concluir que esta alga encontrará ~ 

su Óptimo en suelos arcillosos y de pH alcalino, ;:on a.decuados 

aprovisionamientos da •:ili:imentos nutritivos, espsci3lrnente Mg,-

K, P y N. 
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. ) , 
Los cultivos jovenP.S y con fu~ntP. ds nitrog8no, preeent~ 

ron siempre en color verde inte~so, ~ientras que aquellos dasa~ 

rrollados en medio carentP.s de N y Mg., tP.ndieron a una colora

ción verde aI!larillenta; en los cultivos con una edad mayor de -

20 días, se pudo observar la misma tendencia. 

. .~· 
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VI.- R E SU M ! N , 

l':n i:isti:i trabajo se trató ae co!'locer algunas de las carag, 

ter!sticas fisiológicas de Cblora.lla vulgaris, aislada a partir 

de rocas calizas del Cafíon de Lobos ':rlo, dt1 ;:.oMlos. 

Obteniéndose primeramente un cultivo mixto o imperf::ici:c,para 

posteriormente· 1ograr 'un .cultivo u.niS.lga:l. Se trató de slimtnar 

la flora bacta.riana del cultivo por dos métodos: mediante la a

dición de an.tibiÓtico al medio de cultivo y por medio de lava-

dos y centrifugación. 

Se determinó su medio Óptimo de cr<::!cimiento estudiando adBmás,

su comportllllliento ante la car ende. de N 1 P, K, y Mg; ad como -

la respu•>sta del alga ante el estímulo de las vi tal'linas B1 y -

B12 en el medio de cultivo. 

Puáo apreciarse que el twnaño de las partículas y el pH del su~ 

lo, tienen rel:iciÓn con la aclaptabi lidad y cMcimiento del alga 

en Bl mia!tto . 

Mediante la estimad Ón de la materi'l orgánica y el rJ. trég~no 

1 , ' tota incorporados al suelo 1 se determim la adapt3cion y cre-

cimiento de Chlorell.i! vulgaris en dos sualos de propiaáades fí

sicas y químicas diferent~s. 
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