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l. 

I. O B J E T I V O S 

Siempre que se hace una investigaci<Sn en la cual se utilizan 

organismos vivos es necesario establecer los parSmetros ~~s 

adecuados para lograr su crecimiento y ma~tenimiento en el la 

borátorio. Debido a que dependiendo del material y eq~ipo de 

cada lugar el estudio del comportamiento de un o=ganismo varía, 

es necesario hacer una serie de pruebas para encontrar condic~~ 

nes 6ptimas y reproducibles para que los resultados obtenidos 

en experimentos posteriores sean confiables. 

Los métodos para el estudio de los organisrnbs dependen entera-

mente de su grado de organizaci6n; las algas uní y pluricelula-

res pueden ser crecidas de manera más o me~os simple en el la-

boratorio, utilizando medios de cultivo i~orgánicos, bajo cond~ 

ciones ambientales definidas. Estos organismos, por su bajo gr~ 

do de complejidad estructural, ofrecen un buen material experí-

mental para estudiar procesos fundamentales de bicquf~ica, fisic 

logía, genética, etc., sin las complicaciones ir.herentes a orga-

nismos cuya organizaci6n es más compleja; un ejemplo clásico es 

el uso de Chlorella para el estudio de la fiJaci6n ce CO~ (~O) . .. 
Estos sistemas son particularmente útiles para el estudio ce los 

efectos producidos por factores como la luz, la ter:iperatura, les 

nutrientes, etc. ya que es fácil medir pará~etrcs vitales cc~o 

es el crecimiento; y es fácil adl:linistra::- co:r.pu::?-stos ex6genos al 

organismo tales como cornp~estos nitrogenados, antibi6ticos, arr.í~c 

~cidos, etc. 
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En años recientes el alga unicelular verde Chlamydomonas ha 

aido utilizada frecuentemente para investigaciones genéticas, 

ya .que paseé una serie de características que la hacen un or

ganismo excelente para estudios tanto ~ nivel celJiar como m2 

lecular. 

Aunque el mantenimiento de estas algas es relativame"nte senci 

llo, es necesario conocer las condiciones adecuadas para su 

·crecimiento y su ciclo de vida para poder estudiar diferentes 

aspectos de su metabolismo y gen~tica. 

Debido a lo anterior los objetivos del presente trabajo son: 

a) Determinar las condiciones 6ptimas para su crecimiento y 

reproducci6n sexual. 

bl Estudiar el efecto de variables físicas y químicas sobre 

estos procesos. 
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II. I N T R o o u e e I o N 

Aunque el término alga ha sido abandonado como un tax6n fo==.al 

en la clasificación moderna (4), la palabra es usada a~n para 

denominar a un grupo heterogeneo de organismos casi sie~pre 

acuáticos, con clorofila, aunque poseen muchos otros pigmentos 

y cuyas formas var!an desde las unicelulares de vida libre y co 

loniales, hasta los tipos masivos y complejos. 

Estructura de las algas verdes. 

La Divisi6n Chlorophycophyta incluye una sola Clase de algas; la 

Chlorophyceae, que es~á representada por las plantas que co~c,~

mente son llamadas algas verdes. Las células d~ esta Clase cc~

tienen ambas clorofilas, a y b, as1 como carotenos e< y ~ y algunas 

xantofilas. Es sin.embargo la predominancia de las clorofilas -

la que da a estos organismos su color caracter:!'.stico. En el clor::· 

plaste, además de la clorofila, existen centros ce s!ntes!s de :a 

enzima amilasa-sintetasa, llamados Pirenoides, esta enzima trans

forma las moléculas de glucosa en almidón. 

El aparato de Golgi, mitoc6ndrias y ret:!'.culo endoplásmico está;. 

presentes en algas verdes al igual que en otras células y la pa

red celular consiste de dos capas; la capa ir.ter~a que es firr::e y 

está compuesta por celulosa en su mayor parte y la capa exter~a 

que es más gelatinosa y consiste en sustancias pécticas. Estos ce: 

puestos se producen continuamente durante toda la vida de la cél~:a, 
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filtr&ndose a trav's de las micelas de la capa celul6sica. La 

vaina gelatinosa as! formada tiende a d1.solvarse en el agua cir 

cundante quedando balanceada la perdida por soluci6n, con la pr~ 

ducci6n de nuevo material, en algunas algas verdes la parte ex 

' terna de la capa p4Sctica se impregna con una susta~cia insoluble, 

probablemente_ quitina., por lo que no hay pérdida de soluci6n (13). 

Es de importancia la presencia de una gran vacuola y pequeñas V! 

9uolas contr~ctilés que expelen al medio el exces? de l!quido de 

las células manteniendo constante la concent~ac16n osmdtica del ci 

toplasma. 

Las Cloroficofitas tienen un amplio rango de estructuras y repro

ducci6n. Los niveles de organización son: 

1) Células m6viles y ~rganismos coloniales. 

2) Células no in6viles y organismos coloniales. 

3) Organismos Filamentosos. 

4) Organismos Mebranosos. 

5) Coanocitos y organismos 'l'ubulares: 

Habitat 

Se pueden encontrar en aguas con un amplio ranqo de salinided, 

desee agua dulce hasta salada. En s~elos htimedos, y en nieves 

perennes. Algunas investigaciones recientes han revelado que el 

polvo atmosf~rico contiene una gran cantidad de algas, existen 

algunas evidencias de ~ue las algas y otros microorganismos pu! 

den reproducirse en las nubes (49) •. 
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Chlamydornonas. 

Las algas verdes incluyen formas unicelulares que se desplazan 

en el agua por medio de flagelos; el nfunero de flagelos varfa , 

aunque generalmente hay más de uno. Una alga verde consideraca 

de ~as más primitivas es Chlamydomonas, y represer.ta un pape~ 

importante en las consideraciones evolucionistas soore estos o~ 

ganismos (16). Es unicelular, de forma redonda ligeramente ovo~ 

dea. Las células de la mayoría de las especies de Chla..•n,:co~or.as 

no exceden de 25 )l de diámetro. 

Estos organismos están rodeados de una pared celular conpuesta de 

celulosa y una pared mucilaginosa de pectina, a travás de las cua 

les salen dos flagelos en la parte anterior, el movimiento que -

efectúan para la movilidad es comparable a los brazos de un hor.~re 

nadando. Cada célula posee un ·s6lo cloroplasto en forrna de copa, 

que ocupa aproximadamente el 70% del volumen celular; el clorop:as 

to puede contener uno o m~s pirenoides y un pigmento rojo lla.~adc 

mancha ocular o estigma. 

El núcleo se .localiza en la concavidad del cloroplasto y en cél; 

las vivas a veces no es vis~ble por estar cubierto por este. ~a 

célula presenta dos o m~s vacuolas contrSctiles cerca del polo -

anterior, que juegan un papel muy i~portante en la eliminaci6n e=: 
exceso de agua de la ·Célula (Fig. 1). 
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Ciclo de Vida. 

La·:eproducci6n en Chlamydomonas es de dos tipos: 

a) Reproducci6n Asexual. 

b) Re?roducci6n Sexual. 

a) La reproducci6n asexual se lleva a cabo por fisión longitudi

nal. Los flagelos son reabsorbidos, el cloroplasto y el nGcleo 

se dividen una, dos o más veces para producir de dos a ocho cé

lulas hijas, las cuales no poseen flagelos y pueden permanecer 

dentro de la pared de celulosa de los padres por algtín tiempo -

antes de desarrollar su propia pared y flagelos. Sin embargo , 

bajo ciertas condiciones, no se forman flagelos y la multiplic~ 

ci6~ y el crecimiento se llevan a cabo dentro de la envoltura.de 

los padres; a ésta fase inrn6vil y reproductiva se le ha dado el 

no~.bre de estado de palmella o palmelloide (13). Fig. 2. 

b) La reproducci6n sexual en la mayoría de las especies de ~ 

mydo~onas es isogámica , es decir, los gametos o c~lulas sexuales 

son morfol6gicarnente iguales, y son designados convencionalmente 

corno cepas (rnating ~) femenina (mt+) y masculina (mt-) (22). 

Es de especial importancia el hecho de que tanto 'los gametos , 

anisogámicos como los isogámicos muestran una diferencia fisiol~ 

gica que consiste en la secreci6n de dos sustancias sexuales dife 

rentes, cuya presencia es necesaria para el agrupamiento y fusi6n 

ce los gametos. Se ha demostrado que las sustancias sexuales lla

madas gamonas específicas para Chlamydomonas son mezclas de distin 
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tos is6meros de un carotenoide. La sustancia femenina (+) 

consta de tres partes de cis-crocetindimetil éster y una pa~ 

te de trans-crocetindimetil éster; la masculina (-),por el 

contrario consta de una parte de Cis y tres partes de trans

crocetindirnetil éster y solamente son activas en la proporción 

mencionada, 3 cis-ltrans (+)y 1 cis-3 trans (-), (22). 

La reproducci6n sexual se incia cuando hay una deficiencia de 

nutrientes en el medio, lo que induce la formación de gametos. 

El siguiente paso es la agrupaci6n de .estos; c~lulas de op~es

tos mating ~ se agrupan orientando sus flagelos hacia el 

centro del agregado. Posteriormente el agrupamiento se disipa 

y dos células de mating types opuestos forman un par, unidos 

mediante sus flagelos. Gradualmente las células se van acercar. 

do y se forma un tabulo de fertilizaci6n que sale del gameto mt-. 

ce!> hacia el gameto mt+ c<I ), (74 ); mediante una r:ipida f~ 

si6n celular seguida por la fusi6n los nácleos y los cloroplas

tos, se produce el cigoto, el cual desarrolla una pared gruesa. 

La cigospora as! formada se divide meioticamente para germinar 

por ruptura o disoluci~n de la pared celular dando lugar a cuatro 

células hijas m6viles. Estas células son haploides (16 cromoso

mas en el caso de ~· reinhardii) siendo la tlnica fase diploide 

la del cigoto (65), (Fig. 3). 

La formaci6n del cigoto además de ser el mecanismo para la reco2 

binación sexual, es el único estado de latencia y resistencia a 

ambientes adversos dentro del ciclo de vida de ChlamydOl'!\Onas 04). 
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Fig. 2. CICLO DE VIDA DE CHLMIYDO!>IO~AS. (Adaptado de diversas 

fuentes). REPRODUCCION ASEXUAL. A) CELUL.A VEGETATIVA 

b) DIVISION HiTOTICA e) ESTADO DE PALMELLA. 
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Fig. 3. CICLO DE VIDA DE CHLAfüDOMONAS. REPRODUCCION SEXUAL, 

(Adaptado de diversas fuentes). a) GAMETOS; 

bl AGRUPAMIENTO; e) APAREAMIENTO d) CIGOTO 1 

e) CELULAS HIJAS. 



III. M A T E R I AL E S Y ME T O D O S 

~) Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron cepas de 

Chlamydomonas reinhardii 11/32 e {mt+) y 11/32 D •(mt-) tipo 

silvestre, obtenidas del Centro de Cultivo de Aiga~ y Proto-

zoarios de Cambridge, Inglaterra • (CCAP). 

2) Equipo: 

a) Campana de flujo laminar Hitachi. 

b) Microscopio Olympus BH. 

c) Espectrofot6rnetro UNICAM SP 1800. 

d) Espectrofot6metro Zeiss PM Q II 

e) Incubadora FREAS con luz y temperatura constantes. 

f) Potenci6metro Metrohm E-3000 

9) Centr!fuga IEC HN-5 

3) Reactivos: 

Todos los reactivos utilizados fueron Merck y Baker grado 

analítico• 

4) Esterilización de material: 

11. 

Todo el material de vidrio, as! como los medios de cultivo 

fueron esterilizados en autoclave durante 15 min. a 120°C, 

a una presi6n de l. 5 Kg/cm2 • 

5) Medios utilizados para crecimiento y gametog~nesis en ~ 

mydomonas {64). MI(Medio Basal); MIA {Medio Basal+ Acetato); 

MBN (Medio Bajo en Nitrógeno); MSN (medio sin Nitr6geno}. 



MI 
(g/l) 

I<H2Po4 0.1 

I<2HP04 0.1 

NH4No3 0.3 

MgºS04 0.3 

CaC1 2 0.04 

Fec1 3 0.01 

Citrato de Sodio o.s 
CH3COONa ' 

Sol. de trazas 10 ml 
de metal 

MIA 
(g/l) 

0.1 

0.1 

0.3 

0.3 

0.04 

0.01 

o.s 
2.0 

10 ml 

MBN 
(g/l) 

O.l 

0.1 

0.03 

0.3 

0.04 

0.01 

o.s 

10 ml 

Stock de Solución de. Metales Traza (mg/l) 

H3ao3 100 

ZnS04 .7H2o 100 

MnS04.4H2o 40 

CoC1 2 .6H2o 20 

Na2Moo4.2H20 20 

cuso4 4 

6) Cuantificación del crec~rniento. 

MSN 
{g/l) 

0.1 

0.1 

0.3 

0.04 

0.01 

o.s 

10 ml 

12. 

Para medir el crecimiento de los cultivos se emplearon 'J·dife:entes 

métodos: 

a) Conteo en hemocit6metro (Cámara de Neubawer). Este instrume~ 

to es usado para hacer determinaciones cuantitativas del n!L~ero 

de células existentes en una muestra l!quida, y consite en un 
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portaobjetos el cual tiene una secci6n cuadriculada hecha dire~ 

tamente sobre la superficie de éste y un cubreobjetos de una 

á~ea y un peso determinados. En la figura 4b, se muestra una 

secci6n transversal del hemocit6metro y en la figu~a 4a los cua 

drantes en los cuales está dividido el portaobje~os. Si el área 

de conteo del portaobjetos es 1 mrn2 y la profundidad de la cá-

3 mara es O.l mm el voltimen total de conteo es de 0.1 mm , y si 
3 O.l m.~ es igual a 0.0001 ml entonces el ntímero real de células 

por ml es igual al ntimero de células-contado x 104 (45). 

b) Espectrofotometr!a. El espectrofot6metro es ampliamente uti 

lizado para hacer conteos de células determinando la absorbancia 

a una cierta longitud de onda (35), este método permite una mayor 

exactitud, facilidad de manipulaci6n y mayor rapidez que otros -

aparatos para contar células, s6lo es superado por el Coulter 

Counter. El primer paso para poder utilizar el espectrofot6metro 

es hacer un espectro de absorbancia de la muestra. Las células de 

Chlamydomonas, las cuales poseen clorofila, muestran un pico de 

máxima absorbancia a 680 nm (gráfica I). 

e) Determinaci6n de Prote!na Total. Con objeto de tener una r~la

ci6n lo más completa posible del crecimiento celular, se determi-

n6 la prote!na total por el método de Lowry (39). Las células se 

rompen primero de la siguiente manera 09 ): 

Tomar 1 ml de cultivo de Chlamydomonas 

Agregar 1 ml de una solución de Sacarosa al 

SO\ en buffer SSC(0.15 M NaCl, 0.015 M de Cf 

trato de Sodio pH 7). 



Agregar SOS (Dodecil Sulfato de Sodio) al 25% 

para obtener una cóncentraci6n final de sos al 

2.5%. 

Incubar a 60°C, 10 minutos. 

Tomar una al!cuota de D.4 ml y seguir la t~cnica 

de Lowry. 

Técnica de Lowry: 

Soluciones: 

A- Na2co3 al 2% en NaOH 0.1 N 

B- Tartrato de Sodio Potasio al 2% 

e- CuS04.S H20 al 1% 

D- Reactivo de Folin diluido 1:1 con H2o destilada. Se 

prepara exactamente antes de usar 

E- Soluci6n patr6n de albGmina que contenga 250 ug/ml 

Para lOOml de mezcla reactivo. 

98 ml de Sol. A 

l ml de Sol. B. 

1 ml de Sol. c. Mezclar en ese orden. 

A 0.4 ml de la muestra se le añaden 2 ml 

de la mezcla reactivo. Agitar vigorosame.!! 

te en Vortex. 

Dejar reposar 10 min. exactos. 

Añadir 0.2 ml de la Sol. o, agitar vigor2 

samente en Vortex. 

Dejar reposar a temperatura ambi~nte 30 min. 

Leer en espectro a A590 run. 

Curva patr6n de Proto!r.a, ver gráfica II. 

14. 
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HEMOCITOMETRO. (CAMARJ\ DE NEUBAWER). 
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50 150 250 p.c;/::il ce prote!::a. 

GRAFICA II. CURVA PATRON DE PROTEINA PARA EL 

METODO DE LOWRY. 
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7) Condiciones de Crecimiento. 

Para obtener las condiciones 6ptimas de crecimiento, las c! 

,.lulas fueron cultivadas en: a) una incubadora con luz y te!!! 

peratura constantes; b) un baño con ltlz y temperat:ura cons-.. 
tantes y c) en un agitador con luz constante. Las células fue 

'-
ron sembradas en matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 

100 ml de medio. 

8) Mantenimiento de cepas en agar. 

Las cepas de Chlam_ydornonas utilizadas, son mantenidas en tubos 

con medio sólido a 4°C y en obscuridad; utilizando el siguiente 

medio (15): 

Proteasa Peptona 

KN0
3 

MgS04 .7H20 

Agar 

9) Gametogénesis. 

0.1% 

0.02\ 

0.002% 

1.0 ' 

a) Inducci6n. Para la inducción de gametos se sigui6 el 

siguiente método: 

Tomar cultivos en fase estacionaria' 

temprana de cepas ll/32C mt+ y 11/320 

mt- , crecidas en MI. 

Lavar 3 veces con MBN o MSN 

(3000 rpm, 10 min.) '., ··-,,.'•' »': 

Incubar con luz a 26°C; 6,12 y 2~ ho~~~> 



b) Ap.:\reamii:rnto. 

Ajustur. el número de c6lulas incnbadas 

en f.IBN o MSN. 

Agitar en Vortex y tomar 0.1 ml de cada 

cepa y ponerlos en un mismo tubo 

Incubar en luz a 26°C, a diferentes tiem 

pos (5 a 120 min.) 

Fijar con formol al 5% 

20. 

e) Conteo de ?ares. El conteo de apareamiento se hace 

empleando el hemocitómetro, contando el número total de cé-

lulas y el nú~ero de células apareadas y determinando el Pº! 

centaje de est~s últimas en los diferentes tiempos probados. 

10) In<lucci6n al Ciclo Sexual. 

Ganetogénesis 

Apa rca.·nien to 

Maduración 

·-.-

Sembrar en MI 

Bajar la concentración de Nitrógeno 

(en fase estacionaria temprana (24 h) 

Ajustar número de celulas y aparear ,. . 
Centrifugar a 1000 rpm, 10 min a 25°C 

Platear el precipitado en MI con agar 

al 4% 

Incubar en luz 48a 52 hrs a 25°C + 1 

Poner las cajas 5 a 7 d!as en obscur! 

dad 

Recoger las c~lulas;cn una gasa ~stéril 

y centrifugar en MI 

Incubar 2 hrs., en sos al 2i a temper~ 

tura .:1r.:l;1.ente. 



Germinaci6n 

Lavar 6-9 veces en MI 

Platear en ~gar al 1.2\ MI 

Exponer las cajas 30 seg. a vapores 

de cloroformo 

Incubar en luz a 25°C, 10 hrs. 

21. 
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IV. R E S U L T A D O S ! DISCUSION 

cuantif1caci6n de células. 

Bajo condiciones constantes de crecimiento todos los índices 

medidos producen resultados equivalentes, sin embargo en un 

cultivo en gran escala el caracter de la curva de crecimiento 

puede variar considerablemente, dependiendo del índice usado, 

ya que el incremento en la cantidad de células provoca un som 

breado mutuo y la ilurninaci6n efectiva·por célula decae consi 

derablemente. 

En los primeros trabajos sobre fisiolog!a de algas el número de 

células era determinado por conteo en hemocitómetro y este méto 

do fue el preferido como indice de cantidad. El primer análisis 

de crecimiento de algas fue hecho por Bristoi-~oach en 1926(6) 

y estuvo basado en el conteo en hemocit6metro y tamaño celular 

en Scenedesmus. 

Poste~iormente se emplearon otros índices tales como el volumen 

celular y el peso seco, los cuales eran menos laboriosos y de 

igual precisi6n. El !ndice más directo de la cantidad de célu 

las es el peso seco; este es determinado por centrifugaci6n de 

una alícuota que contenga de 5 a 50 mg de células, lavandolas 

con agua destilada para quitar las sales del medio de cultivo, 

transfiriéndolas a un volúmen m!nirno de agua en una balanza y 

secandola a lOOºC hasta obtener un peso constante. 
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Densidad Optica.- En una suspensión de algas se puede deter

minar mediante cualquier color!metro de precisión la cantidad 

de células¡ dependiendo del aparato la densidad 6ptica obser

vada está determinada principalmente por la absorci6n o por la 

turbidez. Cuando la pigmentaci6n y el tamaño de .las c~lulas va 

r!an, como puede suceder en cultivos a gran escala, ~a densidad . 

óptica no es una funciOn constante, el método de peso eeco o 

volumen celular puede ser utilizado entonces, sin embargo bajo 

condiciones constantes, las mediciones con densid~d óptica son 

confiables para medir la cantidad de c~lulas (57). 

Determinaci6n de Protefna Total.- Este ~étodo para cuantificar 

el ntímero de células no es comurunente empleado ya que al igual 

que el hemocit6metroes muy laborioso y presenta en el caso de 

algas algunos inconvenientes como: la interferencia de fenoles y 

polisacarosa (14) y la necesidad del rompimiento previo de c~lu 

las. 

En la gráfica No. 1 se presenta una curva de crecimiento de f· 
reinhardii medida por hemocit6metrfa, absorbancia y cantidad de 

proteína total. Si bien se puede apreciar que lás tres curvas 

guardan similitud entre si, en las gráficas subsecuentes solame!!_ 

te se utiliz6 la absorbancia (A 680 ) para determinar la cantidad 

de c~lulas, esto se debi6 a la mayor precisión y el menor tiempo 

que requiere este método. 
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Concentraci6n de iones Hidrógeno. 

El efecto del pH sobre la disociaci6n y estados i6nicos de 

compuestos polares inorgánicos y orgánicos afecta el aprov~ 

chamiento de algunos nutrientes en cultivo de algas como el 
++ co2 ·Fe (77) y ácidos orgánicos (10), el p~ ta:nbién ejerce 

un efecto sobre la carga eléctrica de la superf ieie de la P!!, 

red celular (23), sobre el sistema del transporte de iones en 

el plasmolema y sobre los potenciales de membrana (2). Los cam 

bios en estas propiedades pueden causar alteraciones importan-

tes en el metabolismo. 

Efecto del pH en varios procesos metabólicos.- Cuando hay varia 

cienes de pH en el medio puede haber cambios en la pigmentación, 

Starosta (76) estudio el alga Ankistrodesmus controlando cuida-

dosamente el pH y encontró una transformación de violaxantina a 

zeaxantina debida ~ la acidez del pH externo. Se ha demostrado 

tambi~n un incremento en la síntesis de carotenoides en Chlore-

~ zofigiensis expuesta a pH's bajos debida tal vez, a una inhi 

bici6n ácida de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reducta 

sa, lo cual provoca una deficiencia de Nitrógeno (31). Los ran 

gos en los cuales los fosfatos y algunos compuestos fosfatados 

son sintetizados, la fijación de Nitrógeno en algas azul-verdes 

(19) y la movilidad de metales pesados están marcadamente influe.!! 

ciados por el pH (94)_. Kanazawa (28) encontr6 una toxicidad en 

2+ Chlorella debida a Cu , provocada por un descenso de pH. 
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Tolerancia al pH.- El pH en el cual se pueden encontrar las 

algas es muy amplio, algunas especies termof!licas pueden 

~rosperar a pH extremadamente bajos (7), por ejemplo, el 

rango 6ptimo de pH para Zygo9oniwn ~· es de 1.0 (142) y para 

Chlamydomonas acidophila que ha sido aislada de agua de pan 
~ -

tano es del.O aunque no pueden ser cultivadas en el'laborat2 

rio a valores menores de ~.O (20). Algunas algas de aguas al 

calinas tienen pH 6ptimos demasiado altos, por ejemplo el ra~ 

go 6ptimo para Spirulina platensis var!a entre 8.5 y 11.0 (9) 

y esta alga es capaz de tolerar un pH de 13.5 (87 ). Otras al-

gas exhiben una a~plia tolerancia a los cambios de pH. 

En la serie de curvas de la gr~fica No. 2 se observa que el pH 

óptimo para el crecimiento da Chlamydomonas reinhardii es de 

6.8 • El rango de pH probado (6.0-7.5) se hizo en base a lo re

portado en la literatura (64) donde se indica que el pH 6ptimo 

para el desarrollo de un cultivo puro de c. reinhardii es de 6.8. 
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Fuente de Carbono. 

La limitaci6n de co2 en un cultivo de algas no es siempre im

portante pero el burbujeo de aire y co2 es generalmente muy ve~ 

tajoso pues provee a los cultivos de una fuente de carbon:> apr~ 

vechable. La producción de 1 mg peso seco de algas requiere de 

aproximadamente 0.5 mg de carbono, lo cual equivale a 1.8 ~g de co2 
en condiciones de laboratorio. En cultivos de algas para el es

tudio de la fotos!ntesis el burbujeo co~ co2 al 5% es un práctica 

mundial, aunque para otro tipo de estudios el co2 al 0.5% puede 

resultar igualmente satisfactorio. En los laboratorios que est~ 

dian las condiciones ecológicas de los organismos, los investig~ 

dores se enfrentan al dilema de utilizar o no el co2 ya que podrían 

variar la concentraci6n natural de este compuesto, y por otra Pª!. 

te el desarrollo de los organismos es lento. Aunque el co2 es muy 

utilizado elca.>tono puede agregarse a los medios de cultivo en -

forma de compuestos org~nicos solubles. 

Acetato y Glucosa.- Se ha acostumbrado a distinguir a las algas 

como las que utilizan acetato o las que utilizan glucosa. Esta 

distinción fue hecha primero por Pringsheim ~4 ) para cont~as

tar la nutrici6n de los flagelados Polytoma con la de las a:g~s 

Chlorococoideos que crecen en la obscuridad ut~lizando glucosa 

co~o fuente de carbono. Más tarde se encontr6 que muchos de los 

llfu~ados flagelados del acetato pueden utilizar ácicos si~ples 

como el piravico y el láctico, Lwoff (40) propuso el t~~i~o 

cxitrofo para los flagelados del acetato y haplotrofos par3 los 
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organismos que utilizan la glucosa. Sin embargo Lwoff (41) 

igual6 la oxitrofía con la capacidad de sintetizar polímeros 

de glasidos en ausencia de fotosíntesis, generalmente unido a 

la incapacidad de oxidar glucosa directaménte y a la haplotr2 

f!a con la capacidad de oxidar glucosa y otros co~puestos con 

carbono. 

Provasoli (56) _ expone: "Es difícil encontrar un pro-tista que no 

asimile glucosa y muestre durante este proceso una entrada simGl 

tanea de o 2 y no pueda utilizar acetato". Aunque ahora es sabido 

que el rango de utilizaci6n de sustratos varia enormemente de e~ 

pecie a especie, pues se han descrito, cepas que difieren marcad~ 

mente en su versatilidad y preferencia de glucosa y acetato, por 

lo que mucho= lfmites categóricos empiezan a ser borrosos, por 

ejemplo las cepas ~ainx y Voscher de Euglena gracilis aparenteme~ 

te utilizan s6lo ácido ac~tico y butírico, mientras la cepa Pring~ 

heim de esta especie utiliza un amplio rango de ácidos grasos de 

cadena lineal incluyendo ácido láurico, miristico, algunos ácidos 

del ciclo de Krebs y alcoholes de cadena sencilla (12), mientras 

que los sustratos aprovechables de ias cepas de ~· gracilis var. 

uroohora incluyen ácidos ramificados y alcoholes (59. 

Generalmente, el aprovechamiento de ácidos grasos y alcoholes en 

crecimiento heter6trofo decrece con la longitud de la cadena, 

mientras los ácidos y alcoholes con un namero par de átomos de 

carbono son más usados que aquellos con un nCimero non. 

En la gráfica No. 3 se puede observar que la fuente de carbono 

~ás apropiada para el crecimiento de Chlamydomonas rcinhardii , 
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es el acetato de sodio. En las tres concentraciones estudiadas, 

se observa un incremento mayor en el crecimiento con respecto al 

control, siendo la concentraci6n más adecuada para un mayor cre

-2 cimiento 2000 ug/ml (2.4 X 10 M). Por otra parte f· rei~ha~dii 
no crece adecuadamente en las tres concentraciones probadas de 

glucosa por lo que puede clasificarse como alga de acetato. 
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Condiciones de Cultivo. 

a1 Luz y crecimiento de algas. La relaci6n entre la intensidad 

de luz y cantidad de fotosíntesis en un crecimientb fotoautotr6 . 
fice está dado por una funci6n hiperb6lica regular con una inhi 

" 
bici6n de crecimiento que ocurre cuando hay saturación de inten 

sidad de luz, una situaci6n similar es aplicable a una suspensión 

de algas que crece en un ciclo de luz-obscuridad (75). La forma 

de las curvas é!e crecimiento en luz y bajo condiciones de fotosín 

tesis son afectadas por la temperatura {75 ) y por otros factores 

co~o la salinidad (44) y el nivel de nutrientes (30). Se han em 

?:eado varios modelos matemáticos para describir las curvas fot~ 

síntesis-luz, aunque el modelo más aceptado es probablemente el 

de Shelef (69 ), el cual considera' la intensidad, la calidad de luz 

y la eficacia de conversi6n de quanturn. Para el crecimiento de -

algas en el laboratorio la iluminaci6n está provista de lámparas 

fluorescentes o de tungsteno. Las lámparas de tungsteno tienen 

la ventaja de emitir un espectro más limpio, en cambio las lámp~ 

ras fluorescentes tienen la desventaja de que posiblemente la lo~ 

gitud de onda corta que emiten puede penetrar en el vidrio y retar 

dar el creci:niento. La luz blanca "suave" con a.lta energ!a y lon-

gitud de onda larga, parece ser la más eficiente para la producci6n 

de algas. 

En presencia de sustratos orgánicos aprovechables el metabolismo 

y crecirnie~to de las algas fotosintática~ son, en la mayor!a de 

los casos acrecentados por una intensidad' de luz apropiada (67). 
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Esta estimulaci6n aparente es atribuible a la fosforilaci6n 

v!a fotosistema I y ha sido estudiada en presencia (43) y 

ausencia (81) de co2 , la relaci6n de fotoheterotrof!a al f~ 

tosistema I ha sido demostrada en algunos miembros de los 

Volvocales (86). La luz difusa estimula el crecirnie~to hetera 

trdfico en Chromulina !E.• (Sl ) y Alguna• ao~a• ae Ch~Qrella 
no pueden crecer heterotr6ficamente pero son capaces de utili 

zar sustratos orgánicos en la luz (29). El espectro de acci6n 

de este efecto de luz está caracterizado por un r..ayor pico da 

absorbancia a 425 nm y uno más pequeño a 575 nrn, la molécala 

fotoreceptora puede ser un precur~or de la porfirina del cito 

cromo. El espectro de acci6n obtenido por Karlan¿er (29), di 

fiere claramente del. espectro de acci6n para la i~¿ucci6n de 

divisi6n celular y síntesis de ácidos nucléicos en algas mi

xotr6ficas de glucosa {68). La. luz azul dirige el metabolismo 

de glucosa ex6gena principalmente hacia la s!ntesis d~ protef 

nas, mientras los carbohidratos son sintetizados preferancial

rnente a partir de glucosa en luz roja (34). 

b) Temperatura y crecimiento.- Todas las células vivas est~~ 

expuestas a cierto grado de variaci6n térmica del medio, aan 

cuando la te~peratura se regule con mucho cuidado se presencan 

pequeños car:t::>ios v en vista de sus efectos sobre los ?recesos 

vitales, v de que la.mayor parte de las c~lulis s6lo tienen l! 

rnites estrechos de adaptaci6n a los cambios térmicos, la te~?~ 

ratura es ~n factor im9ortante en la vida de los seres vivos. 

Los límites dentro de los c~ales estos llevan a cabo sus ?=oc~ 

sos vitales forman la zona biocinética que va aproximadarr.ente 
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de 10 a 45°C • 

Los efectos de temperatura sobre el crecimiento y la divisi6n 

celular han sido estudiados en Chlorella por Sorokin (71) , en 

general el efecto de temperatura está relacionad~ con el proc.=_ 

so de síntesis de ADN.y las subsecuentes divisiones celulares 
\. 

son más sensibles a la t.emperatura sub-6ptima que en la fase de 

crecimiento del ciclo de vida celular. 

En un perfodo de ciclo celular de Chlorella fusca , el creci-

miento es deteriorado cuando se baja la temperatura de 30 a 4ºC 

en dos horas ~2), el resultado es una deco1oraci6n del alga , 

la cual es afectada por la intensidad.de la luz y el nivel de 

oxígeno, seguido de una inhibici6n de la fotos~ntesis (38) y el 

blanqueamiento en Chlorella fusca puede ser inducido por un ca

lentamiento a 46º e por 15 minutos. 

En la gráfica No. 4 se puede apreciar el crecimiento de C. rein 

hardii. En las 3 condiciones de cultivo disponibles en nuestro 

laboratorio, las cuales presentaban cierta variaci6n unas con 

otras. Para ambas cepas, la 11/32 C y la 11/32 D las mejores co~ 

diciones de crecimiento fueron en la incubadora ya que ésta paseé 

luz y temperatura constantes, la temperatura es de 26.SºC ~.0.5 

y la iluminaci6n es de 1000 lumenes en la parte central y 400 en 

las zonas laterales, la difusi6n de la luz no es variable aün 

cuando el campo de iluminación no es homogéneo. En el baño con 

luz y temperatura constantes se obtiene un rendimiento aceptable, 

pero se aprecia que ~l crecimiento de la cepa 11/32 D es muy pa-

recido al que se obtiene en la incubadora, la temperatura es de 
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25ºC + 1.5 y la iluminaci6n es de 1000 lwnenes para totlos los 

matraces. Por altimo el agitador tiene una temperatura de 26ºC 

~ 2.0 y una ilurninaci6n de 400 lumenes por lo que el rendim.i.en 

to fue bajo. 



36. 

1.11 

'·º 

o.a 

o 

·- -· ... --·--··---------- ·--·----··--··--· ·-··-·--·--·-·-··· ...... _ 



37. 

Metabolismo de Compuestos Nitrogenados. 

Dos de las fuentes de Nitr6geno más comunmente ecnpleadas para el 

crecimiento de algas son los iones de amonio y de nitrato. El 

nitrito tambi~n es usado, pero puede ser t6xico a altas concentra 

ciones por lo que es más' recomendable emplear los primeros. 

La mayor1a de las algas utilizan preferentemente el amonio (80), 

cuando a un cultivo de algas se agrega ambos iones, el nitrato no 

es utilizado hasta que todos los iones amonio han sido asimilados. 

Se sabe que esta utilizaci6n preferencial del amonio está relacio 

nada a la regulaci6n de asimilaci6n de nitrato. Sin embargo hay 

algunas excepciones para esta preferencia por el amonio¡ en un es 

t~dio hecho por Cain (8) en 38 algas de agua dulce observ6 que 

Ctla~vdo~o~as gloeEara, s_. microsphaerella, f· peterfi y Gloeocys 

~ ~ ten!an preferencia por la utilizaci6n de nitrato (el 

medio de cultivo conten!a amonio y nitrato). 

Reducci6n de Nitrato.- El Nitr6geno del nitrato es reducido a 

aif,onio antes de ser incorporado a compuestos orgánicos (80). Para 

la reducci6n de un i6n nitrato a el nivel de a~onio son necesarios 

ocho electrones o sus equivalentes de Hidr6geno (4 H2l. Se ha de

mostrado (28) que Chlorella pyreneidosa, crecida en una mezcla 

de HN03 0.01 M y NaN03 0.1 M pH 2, en obscuridad reduce nitrato 

a a~onio y se producen aproximadamente dos moléculas de co2 por 

cada molécula 

la ecuación: 

mediante 



+ NOJ + 2 H+ -------- NH+ + 2 
4 

38. 

La reducción de nitrato a amonio se lleva a cabo en cuatro 

pasos, en cada uno se requieren dos electrones: 

Hidroxilamina Reaüctasa___ NaJ 
2 (H) 

Aunque hay evidencias de esta secuencia (48), Virtanen y 

Rautenen (85) sugieren que los compuestos orgánicos nitro;;. 

genados se pueden formar directamente de la hidroxilamina por 

lo que el amonio no es un intermediario. El hiponitrato y la 

hidroxilamina no han sido detectados en cultiv~s de algas q~e 

crecen en nitrato, pero el nitrito y el amonio siempre están 

presentes en pequeñas cantidades. 

Asimilaci6n del Nitr6geno del Amonio.- En las algas existen 

tres reacciones mediante las cuales el Nitrógeno en forrra de 

amonio es asimilado para formar compuestos orgánicos ( 71 ) • 

La primera es la aminaci6n reductiva de algunos ceto-ácidos ce:; 

la formación de amino.icidos. La segunda es la ulterior a::::.::a

ci6n de amino.icidos para formar amidas. La t.ercera es la rea;:: 

ci6n entre amonio, ATP y co2 para formar carbamil-fosfato-sir.t~ 

tasa. 

Las enzimas que catalizan la,aminaci6n de ceto .icidos y que se 

han detectado en cultivo de algas son: la glutarnico deshidrog~ 
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nasa que cataliza la aminaci6n reductiva de oe- ceto gluta-

rato o glutamato (30). La alanina deshidrogenasa que cataliza 

la conversi6n de piruvato a alanina (30) y por dltimo Jacobi 

(27) sugiere una tercera reacci6n análoga a la glutámico des-, \ 

hidrogenasa que produce aspartato. 

El ácido glutámico se forma a partir de Arrioniaco y ácido..c-ox2,_ 

glutárico catalizado por la glutarnato deshidrogenasa (GDH), 

NH~ + Ac.oe-oxoglutarico + NADPH + H+ GDH ·Ac. glutámico + NADP+ 

Esta reacci6n es de importancia fundamental en la bios!ntesis de 

amino ácidos pues se trata de la ruta primaria de la formaci6n 

directa de grupos oi::::-amino a partir de Amoniaco. La glutamina 

se forma a partir del ácido glutámico por la acción de la glu

tamino sintetasa (GS) mediante la siguiente reacci6n, 

NH: + Acido Glutámico + ATP GS - Glutamina + ADP + Pi 

La glutarnina producida as! en pr~sencia de la enzima ae:-oxogl~ 

ta.-nato amino transferasa (GOGAT) pr.oduce ácido glutámico media~· 

te la reacci6n: 
... ·•·coGAT 

Glutamina + NADH +e:- Cetoglutarico, _ _ _ •2 Ac. Glutamico. 

Si bien se producen 2 ll\Oléculas d~ Ac. glutamico una de ellas es 

a.provechada nuevamente para forma:r 

la reacci6n: 
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Si bien se han detectado las enzimas que catalizan la a.Ir~naci6n, 

su significado en la asimilaci6n primaria del amonio para la 

producci6n de aminoácidos adn no es lo bastante claro. Se han 

realizado experimentos en levaduras y algas (1) para resolver 

es~e problema, utilizando amon1o15 - NJ los dates obtenidos 

gieren que la ruta de la glutamico deshidrogenasa es la ~s i~

portante, ya que mediante ésta el nitrógeno inorgánico es asimi 

lado para formar aminoácidos¡ otros ceto-ácidos son convertidos 

a aminoácidos por transaminaci6n, en vez de una aminaci6n reduc 

tiva directa. 

Los datos de Smith et ~· (73) sugieren qu~ la alanina deshidro 

genasa interviene en una reacci6n importante para la incorpora

ci6n de amonio. 

Un aspecto importante de la asimilaci6n de amonio es la regula-

ci6n de este proceso. Kretovich ~ ~· (32) observaron un incre

mento de la actividad de la NADP-.glutamato deshidrogenasa en 

Chlorella pyreneidosa cuando ésta crece en amonio y un descenso 

en la actividad de esta enzima cuando el nitrato es la fuente 

de nitr6geno. El cambio de la fuente de nitr69eno no tuvo e~e~ 

to sobre la actividad de la NAD-glutamato deshidrogenasa y tuvo 

poco efecto sobre la alanina-deshidrogenasa. Con base en estos 

resultados Kretovich concluy6 que NADP unido a la enzima fue in 

ducido por el nitr6geno del amonio. 

La incorporaci6n de amonio a compuestos o~gánicost.imbién puede 

llevarse a cabo mediante la a~'t.i~id~d. de i~;~arbarÍU.l~fo0sfato-sin 
•,.':·~ .. ~:_·,~v>_:·.:{'•;, "(' "• •"< -
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tetasa; el carbamil-fosfato es un precursor de la citrulina 

(37). 

Utilizaci6n de compuestos orgánicos nitrogenados ·como fuentes . : 

de nitr6geno para el crecimiento.- Si bien la mayo,r!a de las 

algas son capaces de formar compuestos orgánicos nitrogenados 

a partir de fuentes nitrogenadas inorgánicas, algunas son cap~ 

ces de utilizar ciertos compuestos orgánicos ni~rogenados como 

tlnica fuente de nitr6geno 00). Birdsey y Linch (3) describi~ 

ron ocho especies de Chlorophycophyta·s que son capaces de utf. 

lizar urea y cinco especies que utiliz~n ácido tlrico y xantina 

corno fuentes de nitr6geno. En el mismo estudio encontraron que 

Anacyst~~ nidulans y Svnechococcus cedrorum (Cianophytas), ~

phyridiurn cruentum (Rhodophycophyta) y Euglena gracilis (Eugle

nophycophyta) no pueden utilizar ninguno de estos tres compuestos¡ 

A. nidulans descompone ácido Grico a alanto!na, y ninguna de es 

tas algas es capaz de utilizar la alanto!na, y observaron que el 

alga ?rototheca zopfii utiliza adenina y amonio pero no puede 

utilizar nitrato. Bollard (5) midi6 el crecimiento de Chlorella 

vulcaris en un amplio rango de compuestos orgánicos nitrogenados 

el crecimiento fue estimado cualitativamente y' las pruebas fueron 

hechas bajo un solo tipo de condiciones experimentales, los pu~ 

tos principales de este estudio son: 

a) De los veinte ar.iinoácidos que forman las prote!nas, todos exceE 

to cisteina, histidina, hidroxiprolina, lisina, mettonina, fenila

lanina y triptofano ~antienen un buen crecimiento. 
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b) Glutamina, serina y treonina mantienen un ligero crecimiento, 

pero los ácidos aspártico, glut~ico y la asparagina no son apr~ 

vechados. 

c) Algunos dipéptido (por ejemplo: glicil-glicina, glicil-serina 

etc.) J amidas mantienen el crecimiento. 

d) Las aminas y amino-alcoholes no permiten el crecimiento. 

e) Otros aminoácidos y sus derivados que pueden ser usados para 

el crecimiento, incluyen ornitina, citruiina, ácido diamino'Oi ·-
melico, etc. 

Den Dooren de Jonq (17). hizo un estudio similar utilizando 23 

aminoácidos en Chlorella vulgaris, encontrando que los L-aminoácf 

dos producen un mejor crecimiento que los o-aminoácidos (18). 

En la serie de curvas de las gráficas 5,6 y 7 se observa el ere-

cimiento de Chlam~domonas reinhardii ; cepas 11/32 C y 11/32 D , 

con distintos compuestos nitrogenados. El control utilizado fue 

el Nitrato de amonio que es la fuente nitrogenada reportada por 

Sager (64} para el crecimiento de f· reinhardii, las concentraci~ 

nes de los compuestos nitrogenados son equimolares con respecto al 

N2 del control conforme el me·dio basal de Sager, quién utiliza una 

concentración de nitrato de amonio 3.7 x 10-3 M. El crecir-ie~to en 

distintas fuentes de nitr6geno es mejor en presencia de algunos 

compuestos orgánicos que en compuestos inorgánicos. En los compue! 

tos orgánicos se observa un mayor aprovechamiento de nitr6geno pr~ 

veniente de 1A glutamina. Es sorporendente que la ce.pa~l1¿32 D 
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aproveche mejor el ácido glutárnico y que la cepa 11/32 C 

aproveche mejor la glutamina~ pues se esperaba que el ere-

cimiento fuese el mismo o similar. 

Los resultados con nitratio de amonio, cloruro. d~ amonio, n!_ 

trato y nitrito de sodio, indican claramente un mejor apro

vechamiento del ion amonio y no del nitrato y nitrito. Las cu! 

vas entre nitrato y cloruro de amonio son muy similares entre 

s! , (curvas a y b de las gráficas 5 y 6); resu.ltados que con

cuerdan con Cramer (12) quien reporta un mejor aprovechamiento 

de amonio en Chlorella. Se muestra tambi~n en la gráfica 7 la 

influencia de la concentración, as! como del tipo molécula (a-

minoácido) de la cual proviene el nitrógeno; el mejor crecimie~ 

to se obtiene con una mayor concentraci6n de asparagina. Los 

aminoácidos probados no son representativos del grado de creci

miento que producirían otros aminoácidos, pero nos dan una idea 

de las concentraciones que se requieren para optim~zar el crecf 

miento y de las posibles diferencias de aprovechamiento entre las 

dos cepas utilizadas. 

El mejor crecimiento en presencia :a,~ ~~4,-s~ d~b~ probablem~nte 
,',.'':· _.,__~-,---·-··.:.__ -- ··~ 

como ya se dijo, a la rtlªY~r' acc~sf~iiiCfad. cíe-este ion para 1a 

asimilaci6n del ·Nitr6~~n() i~~':;g¡'~2~ , i~ne~ deben ser prim!_ 
'."¡o· ;~e · .. -' 

ramente reducidos a NH3 • 

La mayor eficiencia. del N03 sobre efNo2, pese a que este tlltimo 

representa un paso más avanzado~nelesquema de reducci6n a amo 

nio, puede deberse a efectos t~J(ic:()s del ion N0 2 • 
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En el caso de los aminoácidos estos representan nitr6qeno 

ya asimilado y su utilizaci6n, depender!a de s~ grado de i~ 

corporaci6n y no de la eficiencia de asimilaci6n. 
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s. Curvas de crecimiento de c. reinhardii 

diferentes fuentes de nitrCSgeno. 

al Nitrato de alZIOnio c) Nitrato de sodio 

b) Cloruro de amonio d) Nitrito de sodio 
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~stos Fen6licos. 

Las plantas con f~ores, helechos, musgos, hep4ticas y muchos 

microorganismos contienen varios tipos y canti~des da com-

plle$!Os fen6licos. ·La funci6n de la mayoría ·d~ estos com-

' puestos atin es obscura y hasta ahora muchos parecen ser s~ 

producto& del metaboli~mo (metabolitos secundarios). Todos 

los compuestos fen6licos contienen uno o más anillos benzén!, 

cos con varios grupos substituyentes .como el hidr6xilo, carbo 

xilo y metoxilo (-O-CH3) y algunas .veces estructuras de ani-

llos no arom~ticos. Los compuestos fen6licos difieren de los 

l!pidos en que generalmente son solubles en agua y poco solu

bles en solventes org~nicos no polares como el benceno. Sin 

embargo hay algunos solubles en ~ter, especialmente cuando el 

pH es lo bastante bajo como para prevenir la ionizaci6n de los 

grupos carboxilo e hidroxilo (66 ). En plantas superiores la 

abundancia de estos compuestos solo es superada por los car~ 

hidratos, y muestran una gran variedad de estructuras que van 

desde derivados de fenoles sil'llples, como el quinol, hasta po

límeros, como la lignina (53). 

Existen pocos datos sobre la presencia de compuestos fen6licos 

en algas. No hay investigaciones. sistemáticas de este gru¡><> 

de compuestos en microorganismos fotosint~ticos, aOn cuando 

estos eatudios ser!an muy interesantes en términos de evoluci6n 

bioquímica. El pr.imer reporte de la existencia de compuestos 

fefl($11cos complajoc, en algas, fue publicado en 1951, cuando 



Moewus (47) reportó la separaci6n de tres flovor.oides, de 

cultivos de lineas mutantes de Chlamydomonas, y aparente~e~ 

te no hay duda de la presencia de compuestos fen6licos e:i C..f. 

ferentes tipos de algas multicelulares verdes; c~-ié~>'rojas, 

as!. como de derivados halogenados de estos en_~}~~~~:·:~~~~:"1e:: 
¡-- -=,·~=--:;-'º_:-_:_, .:':::-~: ._ -

des ( 11) • 

La presencia de estos comp\Íe~·tas· ~n ¡lg~s 0i~J·d~~ L~icel~la=es 
como los reportados por Moéwus , ·ha sidO p~estd e~ duda. {2l), 

sin embargo los datos disponibles ind.ican la presencia de co:::i 

puestos fen6licos en dos especies de Chlamydornonas (33) y en 

diferentes especies de Chlorella (50), lo que perraite e~tir 

la hipótesis de la presencia de compuestos fen6licos en fo.rn-~s 

unicelulares de algas verdes _(82f. ------'-----.----0----•C-

Si bien, se acepta la presencia de compuestos fen6licos, la. li 

teratura no aporta· datos acerca de las 

y efecto de dichos compuestos en ;;ilgas verdes •. 
. . ' 

Se ha demos.trado que los ácidos fen6licos regulan . . .. 

de la enz.itTia _ácido indol acético -oxidasa (AII:-oxidasa) , er. el 

caso de monoÍenoles se ha encontrado una estimulaci6n y en lo~ 

difenol~s una inhibici6n de la actividad de la enzima (59;6o ). 

Es s~bido~e en plantas superiores los derivados de los leidos 

hidroxibenzoico y p-cournárico tienen actividad como cofactores 

de la AII-oxidasa y un efecto inhibitorio sobre la produccién 

de etileno (61). Sin embargo, estos sister..as no han sido a¡lr: 

eatudiados en algas. En trabajos posteriores se tratar! d•de

rnostrar la producción de etileno por Chl~~domonas y el efecto 
• 

de los ~e idos fen6licos en su regulación (62 ) • 
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Es por esta raz6n que se prob6 el efecto de los ácidos p-OH 

ben;z:6ico, cinámico y coumárico en el crec.imiento de Chlamy 

domonas reinhardii. La serie de curvas que se presentan en 

la gráfica 8 muestran el crecimiento de esta alga con ácidos 

fen6licos. La presencia de estos compuestos e¡:¡ el medio no 

produjo ningún incremento notable en el creciraientd y s! en 

cambio se nota un decrem~nto en presencia de ácido cinámico 

en las tres concentraciones usadas y con el ácido p-benz6ico 

l0- 4 M. La diferencia estructural principal del ácido cinámi

co con respecto a los ácidos p-benz6ico y coumárico es la caren 

cia de un grupo hidroxilo en el anillo, lo cual tal vez podr!a 

estar relacionado con el decremento.observado en el crecimiento. 
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Gr.1fica No. 8. 
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Gráfica tlo. 8. Curvas de crecimion to de f.• 

.Acidos Fen6licos. 

g) Acido cinámico l0- 2M 

h) Acido cinámico 10-JM 

i) Acido cinámico 10-4M 
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Gametog~nesis. 

El alga unicelular Chlar.:vdo:nonas, ha sidc) a~pÜ~~e~t:e 1ltilizada 
' . . -~. . ' ' . . . ' 

en el análisis de los mecanismos de cjametogénesis § ~pa'rearn:i.en-
to. Para inducir gametog~nesis experimentalmente es necesaria 

una deficiencia de nitrógeno en el medio (64) este hecho tiene 

algunas aplicaciones experimentales importantes ya que es posi

ble controlar el apareamiento de cepas para análisis gen~ticos. 

Es importante tambi~n obtener gran cantidad de cigotos, para este 

prop6sito, y en Chlamydomonas es posible obtener aproxL~ada~ente 

el 90% de cigotos al poco tiempo de mezclar las cepas mt+ y rnt-. 

Reversibilidad de la Gametog~nesis.- Provasoli et~· (56) real~ 

zaron experimentos en los cuales resuspend!an gai':'.etos de Chlr::ay

domonas reinhardii en un medio con nitrato de amonio adecuado pa-

ra el crecimiento, observaron que no hab!a producci6n de cigotos. 

Posteriormente pruebas con otros compuestos nitrogenados corno ni 

trato de sodio, glutamina, cloruro de amonio y urea produjeron 

resultados similares. El ácido glu't.árnico sin ~ffibar§~/<~i cui'ü -

puede ser utilizado como fuente de nitr6gel'lC> mo-st-r~'.:'p()c~7aC:C::í.6n 

inhibitoria de la gametogénesis y la glicina no tJJ~/;fai~gJ.h ·efec 
.•. o',- - ~' •. :_ - , ; . 

to sobre la producción de cigotos. 

La concentración de nitr6geno apropiada .·.para, Gc;fA~{~1bfan ~~- for 

maci6n de cigotos es la misma. que la requer.ida: para ·t?l p recirnie~ 
;.:·:-~;,___.,·: ;, :_.:. ; . - '" . ·=:-

to. J:>or el.contrario, cuando lak cÚulas·hari:.61.dd inh~ibidas' con 

nitrato de. Clmonfo y son posteribriue~te Ía~~d~s'.Y ,;~s~~p~rididas 
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en agua destilada en luz, la formaci6n de cigotos se lleva a 

cabo nuevamente después de algunas horas. Para este proceso 

se requiere luz, suspensiones de células puestas en la obscu-

ridad con o sin acetato no forman cigotos. Estos experimentos 
4 

demuestran la reversibilidad del proceso de gametQgénesis. 

El papel de la luz en el .proceso de gametogénesis.- Las células 

que tienen una baja concentraci6n d·e nitrógeno en el medio neces!_ 

tan mayor tiempo de exposición a la luz para formar gametos, de 

la misma manera los gametos que se han desdiferenciado por la ex 

posici6n a una fuente de nitr6qeno, requieren varias horas de luz 

para re-gresar al estado som~tico • Esta relaci6n recíproca en-

tre la luz y el nitr6geno ha llevado a pensar que la luz actúa 

en una forma indirecta formando carbohidratos a través de.la fot~ 

síntesis los cuales proveen energía para el proceso de apareamie~ 

to. Con esta hip6tesis se puede especular que la acción del es-

pectro de.luz requerida para la formaci6n de cigotos puede coinc~ 

dir con el espectro de absorci6n de .la clorofila. Los trabajos 

de Smith 72) proponen que tanto luz verde, azul, anaranjada y 

roja son efectivas para inducir la copulaci6n d.e células de f.!!.!2. 

mydomonas reinhardii, crecidas en la obscuridad y Lewin (36) ~~ 
: 

contr6 que el espectro de luz para la copulaci6n en S· moewusi 

es parecido. al espectro de absorci6n de la clorofila. Moewus 

( 4 6) report6 q~e en S.. eugametos la sexualidad está determinada 

por pigmentos carotenoides espec1ficos y que una pequeña exposi

ci6n a la luz de baja intensidad es necesaria para un paso foto

qu1mico el cual controla la copulac~6n. 
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Contenido de nitrógeno y carbono en células vegetativas y e~ 

gametos.- Sager (64) ha intentado encontrar una relación entre 

la cantidad de nitr6geno y carbono por células en el estado de 

gameto y vegetativo en ~· reinhardii; basándose en reportes a~ 

teriores (63) en los cuales se había encontrado que la función 

del carbono provisto por el acetato de sodio, mejoraba de ma~era 

notable la producci6n de cigotos; el m~todo seguido fue: hacer 

crecer células en diferentes concentraciones de nitr6geno y car

bono y cosechar a intervalos definidos y luego medir la cantidad 

total de nitrógeno y carbono por célula. La relación C/N apare~ 

temente no tiene relación con la sexualidad, siendo la concentra 

ci6n de nitr6geno en el medio la determinante, sin embargo, exp~ 

rimentos realizados por Reynoso e..t .al <ss> hacen suponer que la 

concentraci6n de carbono en el medio es determinante en el pro

ceso de gametogénesis, ya que al tratar de inducir gametos median 

te una baja concen·traci6n de nitr6geno y en presencia de acetato 

de sodio no se observó ningUn apa~eamiento por lo que se puede 

suponer que no hubo formación de gametos. 

En la gráfic!l 9 es "no~_oria la presencia y concentración cel ni-
. ' . -,. '·- .--- -~ -. - -- ·-_ - -

tr6geno en el medioparac:i;ecimiento de Chlamydomonas reinharC.ii 

al cambiar la concentración de nitrógeno a O. 03 g/l (11.SN) y O. O 

g/l (MSN) las curvas var!an considerablemente con respecto al 

control (O. 3 g/l de ni tr,6geno), este fenómeno ·es fácil:ne:-ite ex

plicable ya que al haber una baia concentraci6n de nitr6qeno o 

ausencia de éste las células somáticas se transforman en ganetas 

y se dividen 2-4 veces o ninguna. En las 'curvas de las gr~ficas 
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10 y ll se aprecia el apareamiento de 9_. reinhardii en MBN y 

MSN; estas curvas son semejántes ha.sta las 12 horas. pero en 

MSN a las 24 hrs. el conteo ya no es posible puesto que el cul 

tivo ha empezado a decaer, en cambio con MBN la capacidad de 
4 

apareamiento es más a~ta al cabo de 24 hrs., se hota adem~s que 

el rendimiento de apareamiento es más bajo a 6 y l~ hrs. 

El proceso de gametogénesis en ~· reinhardii a~n no ha sido 

aclarado completamente (24-26) y muy probablemente pueda estar 

relacionado con una relaci6n C/N en el medio de' cultivo. 

El ciclo sexual de f.· reinhardii pudo llevarse a cabo en las 

condiciones de laboratorio, no está descrito ya que los result!!. 

dos obtenidos son similares a los reportados en la literatura 

(78) y solamente se hecho. 
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v. e o N e L u s I o N E s 

1) El crecimiento de los cultivos de Chlarnydornonas rei~hardii 

bajo condiciones constantes son satisfactoriamente reproducible 

por lo que proveé un material experimental adecuado. Si bien 

laa·c~lulas no son homog~neas respecto a su edAd, lo son en cuail 

to a la mayor parte de sus caracteristicas metab6licas. 

2) La forma de crecimiento de f · reinhardii es muy sit:lilar a 

las .cúrvas de crecimiento en otros organismos por lo que facto

res como la luz, temperatura, pH, fuentes de carbono y n~tr6geno 

son determinantes para obtener un rendimiento celular 6ptimo. 

3) El uso-de nitrato de amonio , cícido glutámico y glutamina 

como fuentes de nitr6geno es recomendable, lo·s nitratos y nitr_! 

tos requieren energía para ser reducidos antes de ser asimilados 

y por ello su aprovechamiento es menos eficiente. 

4) La fuente de carb6n más adecuad~ par~.el,creci~i~z;to es el 

co2 fijado fqtosintéticamente, si~ elnb~rg¡;,,la~-~~n~~fái~A:es de 

baja concentración de co2 e~ acet.~to de ~odfo ;:~s ,J~~·~~,~~ituto 
ideal en concentraciones que pueden variaf ~e~c{e -~~¡'.-~/11 sien 

do la 6ptima 2 g/l. 

S) El control de la diferenciaci6n celular de c~lulas somáticas 

a gametos se· puede llevar a cabo con MBN y obtener hasta u:. 

84.6% de apareamiento. 
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En general para cualquier cultivo de micro-algas en condiciones 

de laboratorio se deben controlar cinco factores principales. 

Elementos mayores y concentraci6n total, fuentes de carbono y 

nitr6geno, pH, iluminaci6n y factores orgánicos de crecimiento. 

El presente trabajo es solo el principio de proyectos en v!as 

de iniciaci6n y contribuye en la resoluci6n de las condiciones 

de mantenimiento y desarrollo de los cultivos del organismo ex

perimental. Dichos proyectos son: 

a) El estudio de la diferenciaci6n gamética relacionada qqn el 

N2 y C del medio ambiente. 

b) El efecto de regulaci6n de creciil\iento en el desarrollo de g_. 

reinhardii • 

c) Estudios de genética citoplasmS.tica p'ara''-experimentos de tran!, 

formación genética en un organismo eúcariote. 
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VII. APENO ICE 

Valore.s de los puntos de las 

gráficas presentadas. Las x 

son el resultado de cuando m~ 

nos tres repeticiones y los v~ 

lores iniciales de. absorbancia 

son A680 = 0.02 



G R A P I C A - 'No. T 

DTA 1 2 3 4 5 6 1 3 5 6 1 2 3 4 5 6 

i 0.057 0.130 0.252 0.457 0.491 0.765 40.16 74.92 82.00 126.33 202.00 272.16 J0.00 40.00 80.00 90.00 140.00 222.00 

r:r 0.001 o.o2o o.o3o 0.020 0.011 0.010 4.600 5.120 14.00016.920 10.100 sJ.120 1.500 7.500 2.600 2.1so 16.oo i9,10 

MI MI MI 

MXlici6n ugfinl de proteína 



G R 1\ F l C 1\ lb. 2 

01/\ l 2 3 4 5 - ·. 1 4 

x 0.010 0,117 0.386 o. 741 1.190 0.040 0.060 0.382 1.000 1.110 0.017 o.J.41 0•411• 0•6B5 l ~2G 
.:~<:-';:<~'~'.~: ,,-·_'.', ,'~':·.' 

tr 0.002 0.060 0.097 0.152 0.060 0.002 0.050 0.19'1 o.ooo 0.100 0.002 O.OJO o; oso;: 0:034 .'~·,JGO 
--·; ;~.' .0:1 ;:·'.·:-'.·:·;:~:.{.~:~.'.?lí::: .. - o-·',.,,·:· 

A -0.010 0.107 0.269 O.JSS 0.449 0.020 0.020 0.322 0.618 0.110 0.003 .0.124.·. o.21o;·col214' ; 0~575 

'.t. 
::_i.'·.·.-:; 

6(d6i. -so.oo 1070.00 229.91 91.96 60.59 100.00 so.oo 536.66 161.00 11.00 -15.00 729.40 191~48 53;00 

Mx!io pi! 6.0 6.5 6,0: •: · 
--·· 

- -=-""'..'.---~ ---- -- ;-- - ,- -- - ---;·_-

X - 0.014 ·o.Ms - -o.4oi ·.· o:a:l1 1.300 0.017 0.122 0.375 o.668 1.260 

a" 0.003 0.015 0.072 0.190 0.100 0.004 0.035 O.OJO o.oso 0.070 
,-.,;_--

A -0.006 0.001 0.308 0.418 0.479 0.003 0.105 0.253 0.293 0.592 
-~·-·::;; :·.>« ·. .· .-· ·' 

lA -30.00 578,57 ;324 .• 21 ;;103;72 58;34 -is.oo 617 ,64 207.37 78.13 88.62 

fotxlio 7.5 

''! 



G R A F I C A No. 3 

OIA 1 2 J 4 5 l 2 3 4 5 l 2 J 4 s 

i 0.029 O.OJO 0.035 0.051 0.048 0.032 o.OJ5 0.039 0,062 0.052 0.027 O.OJO O.OJ6 0.059 O.CGl 

rr 0.001 0.005 0.007 0.014 0.019 0.020 0.010 0.018 0.018 0.024 0.007 o.ooe 0.006 0.009 0.015 

A 0.009 0.001 0.005 0.016 -0.003 0.012 0.003 0.004 0.02J -0.010 O.OOi' 0.003 0.006 0.018 0.007 

'A 45 J.44 16.16 45.71 -5.88 60.00 9.37 11.42 58.97 -16.12 35.00 11.11 20.00 50.00 12.% 

M:ldio GlU<X>sa ·10-2M -J Glucosa 10 M -4 Glucosa 10 M 

-
X 0.048 0.216 0.483 o.eoo o.sao 0.072 0.302 0.846 1.148 l.518 0.056 0.225 0.584 0.958 1.266 

U' 0.005 0.070 0.080 0.080 0.052 0.010 0.110 0.064 0.121 0.053 0.013 0.010 0.056 0.075 0.213 

A 0.028 O.l68 0.267 0.317 o.oso 0.052 0.230 0.544 0.30:! 0.370 0.036 0.169 O.J59 O.J74 0.300 

'A 140.00 3!i0.00 12J.6l 65.6J 10.00 260.00 319.44 180.13 35.69 32.22 180.00 301.78 159.55 64.04 32.15 

!otxlio l.a:iti1l'o 1000 J\oetato 2000 Acetato 4000 

iC 0.029 0.039 0.065 0.079 

(f' 0.009 0.010 0.013 o.OOJ. 

A. 0.009 0.010 0.02G 0.014 ·. 

'é. 45.00 34.40 66.66 21.53 > 31~64 
· f.b:Uo Chltml 



OIA 

a" 

A 

1 

0.118 

0.040 

0.098 

2 .. 3 4 5 

0.650 0.575 1.200 1.380 

0.090 0.130 0.100 O.OGO 

0.532 -0.75 0.625 0.18 

GRl\FICA No. 4 

CEPA 11/32 c 

6 1 2 J 4 5 

l.650 0.124 0.353 0.750 0.920 1.00 

0.020 0.024 o.oso 0.020 0.020 0.020 

0.27 0.104 0.229 0.)97 0.17 o.os 

6 1 2 3 4 5 

l.120 o.os 0.443 0.590 0.601 0.533 

0.100 0.040 0.007 0.010 0.003 0.002 

0.12 0.06 0.363 0.147 0.011 -0.06 

·~A 450.84 450.64 -11.53 108.69 15.00 19.56 520.00_184.67 112,46 22.66 8.69 12.00 300.00 453.75 33.18 1.86 -11.31 

!'cdio MI + IV:;c ta to Incubadora MI + Jlce ta to !liliio MI + J\cct.:i.to A<;J.tador 

CEPA 11/32 o 

i 0.159 0.581 0.818 1.259 1.337 l.460 0.127 0.321 0.765 0.949 1.242 1.445 0.112 0.360 0.640 0.573 0.516 

(f 0.020 0.070 o.034 0.060 0.100 0.040 0.004 0.010 0.040 0.026 0.016 0.060 0.002 0.020 0.020 0.002 0.002 

A 0.139 0.422 o.237 o.441 0.078 0.123 0.107 0.194 0.444 0.184 0.293 0.203 0.092 0.248 0.280 -0.067 -0.057 

•A695.00 ?.65.40 40.79 53.91 ~-19 9,19 535.00 152.75130.31 24.05 30.87 16.34 olG0.00 221.42 77. 77 -10.46 -9.94 

M:!t.liO MI + ketulo Incub1dora MI + Jlc;ct..1to D.llb MI + /\cct.1to 1vJ i t:.'.ldor 



G R A F I C A No. 5 11/32 e 

DlA 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

X 0.126 0.294 Q,595 0.796 l.409 l,547 0.115 0.318 0.506 0.763 1.265 1.349 0.098 0.184 0,294 Q,356 0.607 0.782 

O" 0.004 0.006 0.070 0.170 0.360 0.034 0.005 0.063 0.029 O.OSO 0.070 0.023 0.002 0.033 0.084 0.118 0.120 0.135 

A 0.106 0.168 0.301 0.201 0.613 0.138 0.095 0.203 0.188 0.257 0.502 0.084 0.078 0.086 0.110 0.062 0.215 0.175 

·~A 530.0 133.3 102.3 33.7 77.0 9.79 475.0 176.5 59.l S0.7 65.7 6.640 390.0 87.75 59.78 21.08 70.50 28.83 

Nitrato de Arronio Cloruro de 1lnonio Nitrato de SOdio 

i 0.086 0.190 0.293 0.368 0.673 0.743 0.131 0.101 0.42G 0.607 1.247 1.372 0.100 0.454 0.630 0.975 1.914 2.096 

~ 0.006 0.009 b.054 0.040 0.040 0.010 0.009 0.048 0.009 0.070 0.104 0.051 0.014 0.004 0.040 0.090 0.116 0.290 

A 0.066 0.112 0.095 0.075 o.JOS 0.070 0.111 o.oso 0.245 o.1u1 0.640 0.125 O. HiO 0.274 0.176 0.345 0.9J9 0.102 

'.4A 330.0 130.2 47.97 2S.S9 82.88 10.40 55S.O 3B.16 13S.3 42.48 105.4 10.02 800.0 152,2 3R.7G 54.76 96.30 9.SOO 

Nitrito de Sodio .!\ciclo Glut~ico Glul.4ll11itl."l 



GRl\FICI\ No. 6 11/32 D 

DIJ\ ___ 1_ 

·x 0.02.l 0.238 0.355 0.42G l.122 1.196 0.015 0,158 0.310 0.527 1.020 1.092 0.036 0.055 0.175 0.24S 0.409 0.473 

fT o.oos o.oso o.134 o.1so 0.022 0.021 0.002 0.021 0.020 o.osa 0.074 o.oso 0.005 0.013 o.038 0.020 o.049 0.012 

/}. 0.003 0.215 0.117 0.071 0.696 0.074 -0.05 0.143 0.152 0.215 0.493 0.072 0.016 0.019 0.120 0.072 0.1G2 0.064 

•¡.A 15.oo 934.7 49.15 20.00 163.3 6.590 -2s.o 953.3 96.20 10.00 93.54 1.060 eo.oo 52.11 210.1 41.14 65.58 15.Gs 

x 
cr 

/;) 

1-tldio 

Nitrato de 1\rronio Cloruro de lvtrmi.o Nitrato de Sodio 

0.026 0.058 0.099 0.172 0.356 0.463 0.068 0.223 0.415 0.659 1.829 1.923 0.036 0.227 0.406 0.618 1.527 1.728 

O.OOJ 0.014 o.OJO O.OJO 0,035 0.032 0.021 O.OSO 0.10.0 0.015 0.030 0.330 0.015 0.046 0.090 0,017 0.419 0.280 

0.006 0.032 0.041 0.073 0.104 0.107 0.048 0.155 0.194 0.242 1.170 0.094 O.OlG 0.191 0.179 0.281 0.040 0.201 

30.C.C 123.0 70.68 73.74 106.9 30.05 2~0.0 227.9 86.99 58.03•177.5 5,140 80.00 530.5 78.85 69.21122.2 13.16 

Nitrito de Sodio Acido Glut:lim.ico Glut.amina 



<.ilU\FICA No. 7 

DIA 1 2 3 4 5 1 2 ] 4 5 1 2 l 4 5 

x 0.306 1.290 J..640 1.740 l. 700 0.346 1.000 1.540 1.610 1.590 0.260 0.940 1.520 1.590 1.560 

IJ' 0.020 0.02] 0.060 0.020 0.010 0.070 0.024 0.150 o. too 0.070 0.011 0.027 0.070 0.010 0.010 

A O.J66 0.904 0.350 0.100 -0.04 o.326 o.654 0.540 0.070 -0.02 0.240 0.680 o.seo 0.070 -0.03 

~A 11130. 2J4.1 27.13 6.100 -2.30 1630. 189.0 S4.00 '1.54S -1.240 1200. 261.5 61. 70 4.600 -1.89 

M.xlio Fenil-al.:uüna 10-~ r'enil-alanina 10-3M Fcnil-alanina 10-4M 

x 0.321 0.830 1.210 1.170 1.280 0.390 0.890 1.200 1.440 1.470 0.240 o.sso 1.160 1.560 l.460 

U" o.oso 0.032 0.032 o.oso 0.!)30 o.osa 0.032 0.190 0.100 0.170 0.008 0.060 O.OBO 0.030 0.070 

A 0,301 o.sog 0.380 -0.40 0.110 0.370 o.sao 0.390 0.160 0.030 0.220 0.310 0.610 0.040 -0.01 

•¡.A 1S05. 158.5 45. 7B -3.Jl 9.400 1850. 128.2 43.82 12.50 2.oao 1100. 129.l 110.9 J4.48 -6.41 

~io l\sparagina 10-2,.. -3 Aspa.ragina 10 M hsp."lragina l0-4M 

.. 0.364 0.803 l.310 1.470 1.430 

G" 0.036 0.100 O.OJO 0.052. 0.020 

A 0.344 0.439 0.507 0.160 -0.04 

':'•A 1720. 120.6 63.14 12.21 -2.12 

r·tdio Control 



GRAFICÍ\ No. 8 

DTA 1 2 3 4 5 1 2 3 . 4 5 1 2 3 4 5 

·X 0.092 0.390 0.590 o.sao 0.970 0.252 0.601 1.320 1.490 1.'120 0.283 0.672 1.370 1.530 l.~70 

C1' 0.012 0.011 0.029 0.119 0.130 0.087 o.oso 0.190 o.oso 0.090 0.0!)0 o.no 0.170 0.020 O.OGO 

A 0.072 0.298 0.200 0.290 0.090 0.232 0.349 0.719 0.170 -0.07 0.263 0.389 0.698 O.HiO -0.úG 

%4 360.0 223.9 51.28 49.15 10.22 1160. 138.4 119.6 12.88 -4.70 1315. 137.4 103.8 11.68 -3. 92 

l'biio Aci.00 Cinánúco l0-2M J\cido CinSmico 10-3 M Acido Ciramico 10-4 M 

- 0.072 0.575 1.590 1.650 1.950 0.063 0.390 l.385 1.628 1.970 o:oG3 0.325 0.848 1.160 1.350 X 

a' 0.010 0.035 O.OGO 0.010 0.100 0.010 0.110 0.002 0.090 0.240 0.002 0.060 o.oso 0.160 o.ooo 

A 0.052 o.sol 1.015 0.060 0.300 0.043 0.327 0.995 0.243 0.342 0.016 0.262 o.s2:i 0.312 0.190 

~A 260.0 698.6 176.S 3. 770 18.18 215.0 519.0 255.5 17.SS 21.01 315.0 415.8 160.9 36. 79 16.38 

Medio 1\c:iOO al p-Benzoico' 10-~ llcido 011 p-llenzoico 103M -4 J\Cido CE p-Denzoico 10 M 

X 0.070 0.480 1.290 1.630 l. 790 0.077 0.410 1.260 1.480 1.810 0.048 0.210 0.860 1.350 1.900 

<r 0.017 0.130 0.063 O.OJO o.oso 0.010 0.040 0.190 0.190 0.330 0.003 o.oso .. 0.080 0.290 0.140 

4 o.oso 0.410 0.810 0.340 0.160 0.057 0.333 o.eso 0.220 0.330 0.028. 
.. 
0.168 0.644 0.490 0.550 

%A 250.0 585.7 168.7 26.36 9.820 285.0 432.4 207.3 17.43 22.3-0 140.0 350.0 298.l 56.98 40. 74 

tb:lio J\ci!lo Coumrico 10-~ Acido cnl.ll&ico lo-\t Jlcido OJuláriex> l0-4M 



GRAFICA lt). e 

DJA l 2 3 4 5 

-X 0.046 0.480 l.130 1.499 1.900 

(j 0.012 0.060 0.160 0.210 0.300 

.A 0.026 0.434 0.650 0.369 0.401 

~A 130.0 943.4 135.4 32.66 26.75 

~io Control 



GRA~'ICA ?lo. 9 

Uf1\ l 2 3 4 5 l 2 3 4 5 l 2 3 4 5 

i 0.025 O.l')U 1.014 1.GOO 1.600 1.140 1.210 1.030 o.aso 

Cf' 0.001 0.070 0.245 0.037 0.040 0.090 0.060 o.oso 0.024 
control con·trol 

A o.oos 0.173 0.816 0.586 o.ooo 0.126 0.130 0.016 -0.18 

Y.A 25.00 692.0 412.1 57.79 o.ooo 12.43 11.40 1.580 -17.4 

lbJio Control Modio Bajo en Ni t:.ri5c}m:> »:::dio Sin Ni Í:.xdgeno 



Gltlll .. ICI\ ,....,. 10 

HmlO MJO EN Nl'l'llOr.IW 

6 lr>IWl 

•muros 5 20 35 50 65 

X 27.40 27.60 33.40 32,80 49.60 

f3' 3.200 9.600 5.820 2.520 26.36 

A 27.40 0.200 5.800 -0,60 16.BO 

~.A 2740. 0.720 21.01 -1.79 Sl.21 

121~ 

MlNUlOS s 10 15 25 35 45 55 65 

i 40.40 42.00 26.60 50.60 57.00 57.20 52.00 46.60 

{f' 3.340 9.600 3.000 7.100 8.120 9.200 5.380 4.800 

A 40.40 1.600 -15.4 24.00 6.400 0.200 -5.20 -5.40 

tA 4Q.0, . 3.960 -36.6 90.22 19.64 0.350 -9.09 -10.J 

24 lK>RAS 

KmJroS 5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 'íos 115 

X 13.36 40.56 57.40 73.BO 62.20 67.00 70.60 64.60 86.60 68.28 82.20 84.60 

(J' 10.00 8.800 18.60 11.88 12.16 s.ooo 10.78 14.80 25.40 13.26 19.20 14.00 

b 13.36 27.20 16.84 16.40 -11.6 4.800 3.600. -6.00 22.00 -18.3 13.92 2.400 

~ . 1336. 203.S 41.51 28.57 -15.7 7.710 5.370 -8.49 34.05 -21.1 20.38 2.910 



GRAFICA ?b. 11 

MEDIO SIN N1TIOnD 

6 11'.)Rl\S 

Miwros 5 20 30 40 so 60 

X 25.80 35.70 37.30 41.30 47.16 56.60 
,,.. 5.600 4.700 3.600 5.720 2.360 7.800 

A 25.80 9.900 1.600 4.000 5.860 9.440 

tA. 2580. 38.37 4.480 10.72 . 14.19 20.02 

24 HORAS 

X 32.40 34.43 50.05 54.90 55.80 60.80 

' ti' 8.400 6.300 5.420 8.500 7.260 5.500 

A 32.40 2.030 15.62 4.850 0.900 s.ooo 

\'A 3240. 6.270 45.36 9.690 1.640 .. 81'960 
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