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1. OBJETIVOS

Siempre que se hace una Iinvestigacién en la cual se utilizan
brganismos vivos es necesario establecer los pardmetrcs més
adecuados para lograr su crecimiento y mantenimiento en el la
boratoric. Debido a que dependiendo del materjal y eguipo éde
cada lugar el estudio del comportamiento de un organismo varfa,
es necesario hacer una serie de pruebas para encontrar condicic
nes Sptimas y reproducibles para que los resultados obtenidos

en experimentos posteriores sean confiables.

Los métodos para el estudio de los organismbs dependen entera-
mente de su grade de organizacibn; las algas uni y pluficelula-
res pueden ser crecidas de manera m&s o menos simple en el la-
boratorio, utilizando medios de cultivo inorginicos, bajo condi
ciones ambientales definidas. Estos organismos, por su bajo gra
do de complejidad estructural, ofrecen un buen material experi-
mental para estudiar procesos fundamentales de bicquimica, fisig
logfa, genética, etc., sin las complicaciones irherentes a crga-
nismos cuya organizacifn es mds compleja; un ejemplo clfsico es
el usc de Chlorella para el estudio de la fijacidén de co,, (&0 ).
Estos sistemas son particularmente Gtiles para el estudio de los
efectos producidos por factores como la luz, la temperatura, lcs
nutrientes, etc. ya que es fdcil medir pardmetrcs vitales como
es el crecimiento; y es ficil administrar compuwestos exégenos al
organismo tales como compuestos nitrogenados, antibifticos, aming

dcidos, etc. .
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En anos recientes el alga unicelular verde Chlamydomonas ha

sido utilizada frecuentemente para investigaciones genéticas,

ya que poseé una serie de caracterfsticas que la hacen un ox-

ganismo excelente para estudios tanto a nivel celdlar como mo
lecular. N

Aungue el mantenimiento de estas algas es relativamente senci
l1lo, es necesario conocer las condiciones adecuadas para su
-crecimiento y su ciclo de vida para poder estudiar diferentes

aspectos de su metabolismo v gengtica.

<

Debido a lo anterior los chjetivos del presente trabajo son:

a) Determinar las condiciones Gptimas éara su crecimiento vy
repraduccibn sexual.

b) Estudiar el efecto de variables fisicas y guimicas sobre

estos procescs.




I3. INTRODUCCION

Aungue el término alga ha sido abandonado como un tax6n formzl
en la clasificacibén moderna (4), la palabra es usada atn parz
denominar a un grupo heterogeneo de organismos casi siempre -
acuaéicos, con clorofila, aungue poseen muchos otros pigmentos
y cuyas formas varfan desde las unicelulares de vida 1ibxé Y co

loniales, hasta los tipos masivos y complejos.

Estructura de las algas verdes.

La Divisién Chlorophycophyta incluye una solé Clase de algas; la
Cﬁlorophyceae, gue estd representada por las plantas gque comun-
mente son llamadas algas verdes. Las células de esta Clzse con-
tienen ambas clorofilas, a y b, asi como carotenosx y ¢ y algunas
xantofilas. Es sin.embargo la predominancia de las clorofilas -
la que da a estos organismos su co;or caracter{stico. En el clorc
plasto, ademds de la clorxofila, existan centros de sintesis de iz
enzima amilasa-sintetasa, llamados Pirenoides, esta enzima trans-

forma las moléculas de glucosa en almiddn.

El aparato de Golgi, mitocénérias y retfculo endoplismico estdrn
presentes en algas verdes al igual gue en otras células y la pa-
red celular consiste dc dos capas; la capa interna cue es firme v
estd compuesta por celulosa en su mayor parte y la capa externa
gue es mds gelatinosa y consiste en sustancias pécticas., Estos coo

puestos se producen continuamente durante toda la vida de la célulz,
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filtr&ndose a través de las micelas de la capa celulfsica. La
vaina gelatinosa ast formada tien&e a disolverse en el agua cix
cundante quedando balanceada la perdida por soluci6n, con la pro
dﬁcciGn de nuevo material, en algunas algas verdes la pafte ex
terna de la capa péctica se impregna con una susta;cia ingoluble,

probablemente quitina, por lo que no hay pérdida‘de solucidn (13).

Es de importancia la preséncia de una gran vacuola y pequefias va
. guolasvcontractiies que expelen al medio el exceso de liquido de
las c&lulas manteniendo constante la concentracién osmStica del ci

toplasma.

Las Cloroficofitas tienen un amplio ranéo de estructuras y repro-
duccién. Los niveles de organizacif6n son:

1) Células mbviles y organismos coloniales.

2} CE&lulas no mﬁviies y organismos coloniales.

3) Organismos Filamentosos. . '

4) Organismos Mebranosos.

5) Coanocitos y organismos Tubulares.

Habitat

Se pueden encontrar en aguas con un amplio rango de salinidad,
desde agua dulce hasta salada. En suelos h@medos, y en nieves
perennes. Algunas investigaciones recientes han revelado que el
polvo atmosférico contiene una gran cantidad de algas, existén
algunas evidencias de que las algas y otros microorganismos pue

den reproducirse en las nubes (49)..
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Chlamydomonas.

Las algas verdes incluyen formas unicelulares que se desplazan
en el agua por medio de flagelos; el nfmero de flagelbs varfa ,
aungue generalmente hay mas de uno. Una alga verde considerada
de las mis primitivas es Chlamydomonas, y representé un papel
importante en las consideraciones evolucionistas sobre estos oI

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

dea. Las c&lulas de la mayorfa de las especies de Chlamvéomenas

no exceden de 25 u de didmetro.

Estos organismos estin rodeados de una pare@ celular ccnpuesta de
celulosa y una pared mucilaginosa de pectina, a través de las cua
les salén dos flagelos en la parte anterior, el movimiento gue -
efectGan para la movilidad es comparable a los brazos de un hormbre
nadando. Cada c&lula posee un sblo cloroplasfo en forma de copa,
que ocupa aproximadamente el 70% del volumen celular; el cloroples
to puede contener uno o m&s pirenoides y un pigmento rojo llamzde

mancha ocular o estigma.

El nGcleo se localiza en la concavidad del cloroplasto y en célu
las vivas a veces no es visible por estaf cubierto por este. La
célula presenta dos o mis vacuolas contr&ctiles cerca del polo -
anterior, gue juegan un papel muy importante en la eliminacién gel

exceso de agua de la célula (Fig. 1).
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Fig. 1. REPRESEZINTACION ESQUEMATICA DEL ALGA VERDE

CHLAMYDOMONAS. (Adaptado de diversas fuentes)




Ciclo de Vida.

La  rerroduccifén en Chlamydomonas es de dos tipos:

a) Reproduccién Asexual.

b) Reproduccibn Sexual.

a) La reproduccibn asexual.se lleva a éabo por fisi6n longitudi-
nal. Los flagelos son reabsorbidos, el cloroplasto y el nGcleo
s@ dividen una, dos o mis veces para producir de dos a ocho c&-
lulas hijas, las cuales no poseen flagelos y pueden permanecer
dentro de la pared de celulosa de los pédres por algGn tiempo -
antes de desarrollar su propia pared y flagelos. Sin embargo ,
bajo ciertas condiciones, no se forman flagelos y la multiplica
cifén y el crecimiento se llevan a cabo dentro de la envoltura de
los padres; a é&sta fase inmSvil y reproductiva se le ha dado el

nombre de estado de palmella o palmelloide (13). Pig. 2.

b) La reproduccidn sexual en la mayoria de las especies de Chla
mydomonas es isogdmica , es decir, 105 gametos o c&lulas sexuales
son morfolSgicamente iquales, y son designados convencionalmente
como cepas (mating type) femenina (mt*) y masculina (mt=) (22).
Es de especial importancia el hecho de gue tanto ‘los gametos ,‘
anisog&micos como los isog&micos muestran una diferencia fisiolS
gica gue consiste en la secrecifn de dos sustancias sexuales dife
rentes, cuya preéencia es necesaria para el agrupamiento y fusién
de los gametos. Se ha demostrado gue las sustancias sexuales lla-

madas gamonas especificas para Chlamydomonas son mezc¢las de distin




tos isOmeros de un carotenoide. La sustancia femenina (+)
consta de tres partes de cis-crocetindimetil &ster y una par
te de trans-crocetindimetil &ster; la masculina (-), por el
contrario consta de una parte de Cis y tres partes de trans-
crocetindimetil é&ster y solamente son activas en la proporcién

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

La reproduccifn sexual se incia cuando hay una deficiencia de
nutrientes en el medio, lo que 1nduce.la formacién de gametos.
El siguiente paso es la agrupacibén de estos; células de opues-
tos mating types 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 flaqelds. Gradualmente las c€lulas se van acercan
do y se forma un tGbulo de fertilizacibn que sale del gameto mt™,
(d') hacia el gameto mtt (?'), (74 ); mediante una r3pida £y
s16n celular seguida por la fusién los nficleos y los cloroplas-
tos, se produce el cigoto, el cual desarrolla una pared gruesa.
La cigospora asi formada se divide meioticamente para germinar
por ruptura o disolucidn de la pared celular dando lugar a cuatro
células hijés m&viles. Estas células son haploides (16 cromoso-
mas en el caso de C. reinhérdii) siendo la finica fase diploide

la del cigoto {g5), (Fig. 3).

La formacién del cigoto ademis de ser el mecanismo para la recom

binacién sexual, es el Gnico estado de latencia y resistencia a

ambientes adversos dentro del ciclo de vida de Chlamydomonas 0¢4).




Fig. 2. CICLO DE VIDA DE CHLAMYDOMONAS. (Adaptado de diversas
fuentes). REPRODUCCION ASEXUAL. a) CELULA VEGETATIVA

b) DIVISION MITOTICA c) ESTADO DE PALMELLA.
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Fig. 3. CICLO DE VIDA DE CHLAMYDCMONAS. REPRODUCCION SEXUAL.

(Adaptado de diversas fuentes). a) bAMETOS;

b) AGRUPAMIENTO; c) APAREAMIENTO d) CIGOTO ;
e) CELULAS HIJAS. ‘
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;1. MATERIALES Y METODOS

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

Chlamydomonas reinhardii 11/32 C (mt*) y 11/32 D ((mt™) tipo

silvestre, obtenidas del Centro de Cultivo de Algas y Proto-
N

zoarios de Cambridge, Inglaterra . (CCAP).

2) Equipo:
» a) Campana de flujo laminar Hitachi.‘
b) Microscopio Olympus BH,
¢c) Espectrofotfmetro UNICAM SP 1800.
d) EspectrofotSmetro Zeiss PM Q II
e) Incubadora FREAS con luz y temperatura constantes.
£f) Potencibmetro Metrohm E-3000

g) Centrffuga IEC HN-5

3) Reactivos:
Todos los reactivos utilizados fueron Merck y Baker grado

analitico:

4) Esterilizacifn de material: )
Todo el material de vidrio, asi como los medios de cultivo
fueron esterilizados en autoclave durante 15 min. a 120°C,

a una presién de 1.5 Kg/cm2 .

5) Medios utilizados para crecimiento y gametogénesis en Chla

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

MBN (Medio Bajo en NitrSgeno); MSN (medio sin Nitrﬁgeno);
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MI MIA MBN MSN
(g/1) (g/1) (g/1) {g/1)
KH2P04 0.1 0.1 0.1 0.1
KZHPO4 0.1 0.1 0.1 0.1
NH4NO3 0.3 0.3 0.03 ——
Mg'so4 0.3 0.3 0.3 0.3
CaCl2 ' 0.04 0.04 0.04 0.04
FeCl3 0.01 0.01 0.01 0.01
Citrato de Sodio 0.5 0.5 0.5 0.5
CH,COONa . - 2.0 — -—
Sol. de trazas 10 ml 10 ml 10 m1 10 ml
de metal .

Stock de Solucibn de Metales Traza (mg/l)

H3BO3 100
ZnSO4.7HZO 100
MnSO4.4520 40
COCIZ.SHZO 20

Na2M004.2H20 20

Cuso 4

4
6) Cuéntificacién del creciniento.

Para medir el crecimiento de log cultivos se emplearon '} diferentes
mé&todos:

a) Conteo en hemocitémetro {(Cdmara de Neubawef). Este instrumen

to es usado para hacer determinaciones cuantitativas del nGmero

de c€lulas existentes en una muestra lIguida, y consite en un
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portaobjetos el cual tiene una seccifn cuadriculada hecha direc
tamente sobre la superficie de éste v un cuﬁreobjetos de una -
drea y un peso determinados. En la figura 4b, se muestra una
seccibn transversal del hemocitfmetro y en la figura 4a los cua
drantes en los cuales estd dividido el portacbjetod. Si el Srea
de conteo del portaobjetos es 1 mm2 y la profundida& de la c&-
mara es 0.1 mm el vol@men total de conteo es de 0.1 mm3 r Y 8l
0.1 ma’ es igual a 0.0001 ml entonces el nGmero real de células

por ml es igual al nfmero de células” contado x 104

(45).

b) Espectrofotometrfa. El espectrofotOmetro es ampliamente uti
lizado para hacer conteos de células determinando la absorbancia
a una clerta longitud de onda (35), este método permite una mayor
exactitud, facilidad de manipulacién y mayor rapidez gque otros -
aparatos para contar células, s6lo es superado por el Coulter -
Counter. El primer paso para poder utilizar el espectrofotémetro
es hacer un espectro de absorbancia de la muestra. Las células de

Chlamydomonas, las cuales poseen clorofila, muestran un pico de

mixima absorbancia a 680 nm (grdfica I).

c) Determinacidén de Proteina Total. Con objeto de tener una rela-
cibén lo m&s completa posible del crecimiento celular, se determi~
- né la protefna total por el método de Lowry (39). Lasg cé&lulas se
rompen primero de la siguiente manexa (79):

Tomar 1 ml de cultivo de Chlamydomonas

Agregar 1 ml de una solucidn de Sacarosa al

50% en buffer $SC(0.15 M NaCl, 0.015 M de Ci

trato de Sodio pH 7).



Agregar SDS (Dodecil sSulfato de Sodio) al 25%
para obtener una cdncentracibn final de sDS al
2,5%.

Incubar a 60°C, 10 minutos.

Tomar una alfcuota de 0.4 ml y seguir la técnica

de Lowry.

Técnica de Lowry:
Soluciones:
A- Nazco3 al 2% en NaOH 0.1 N
B- Tartrato de Sodio Potasio al 2%

c- CuSO4.5 H,0 al 1%

2

D- Reactivo de Folin diluido 1:1 con HZO destilada. Se
prepara exactamente antes de usar

E~ Solucién patrén de albfimina que contenga 250 ug/ml

Para 100ml de mezcla reactivo.

98 ml de Sol, A

1 ml de Sol. B.

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

A 0.4 ml de la muestra se le afiaden 2 ﬁl

de la mezcla reactivo. Agitar vigorosamen ST
te en Vortex.

Dejar reposar 10 min. exactos.

Afnadir O.Z'ml de la Sol. D, agitar vigorgg;;5ﬂ 

samente en Vortex.
Dejar reposar a temperatura ambiente 30 min.

Laer en espectro a AS nm.

90
Curva patrén de Protelna, ver gréfica II.

14.
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7) Condiciones de Crecimiento. -

Para obtener las condiciones Sptimas de crecimiento, las cé
-lulas fueron cultivadas en: a) una incubadora con luz y tem
peratura constantes; b) un bafio con luz y temperatura cons-
tantes y c) en un agitador con luz constante. ﬁa; qﬁlulas fue
ron sembradas en matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo

100 ml de medio.

8) Mantenimiento de cepas en agar.

Las cepas de Chlamydomonas utilizadas, son mantenidas en tubos

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

medio (1S5):

Proteasa Peptona 0.1%
KNO, 0.02%
Mgso4.7H20 0.002%
Agar 1.0 &

9) Gametogénesis.
a) Induccibn. Para la induccidn de gametos se siguif el
siguiente método: .
Tomar cultivos en fase estacionaria‘
temprana de cepas 11/32C mt+ y 11/32D
mt™ , crecidas en MI. .

Lavar 3 veces con MBN o MSN

(3000 rpm, 10 min.)

Incubar con luz a 26°C; 6,12 y 24 horas.
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b) Apareamiento,

Ajustar el nlmero de cflulas incubadas
en MBN 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%

¢) Conteo de pares. El conteo de apareamiento se hace
empleando el hemocitfémetro, contando el nGmerc total de cé-
lulas y el nCGmero de células apareadas y determinando el por

centaje de estas (ltimas en los diferentes tiempos probados.

10) Induccisn al Ciclo Sexual.

Ganetogénesis Sembrar en MI
Bajar la concentracidn de Nitrégeno
{en fase estacionaria temprana (24 h)

Aparecamiento Ajustar nGmero de células y aparear
éentrifugar a 1000 rpm, 10 min a 25°C
Platear el precipitado en MI con agar
al 4%

Maduracién Incubar en luz 48a 52 hrs a 25°C +'1

Poner las cajas 5 a.7.dias en obscuri

dad .

Recogerf;ééfgélﬁyas una_gaéé*égtéfil'

y centrifugar en NI

Incubar 2 hrs., en SDS 61 2%“ékEéﬁééf3

tura annhlente.



Germinacisn
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Lavar 6-9 veces en MI
Platear en agar al 1.2% MI
Exponer las cajas 30 seg. a vapores

de cloroformo

Incubar en luz a 25°C, 10 hrs. ®
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2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de células.

Bajo condiciones constantes de crecimiento todos los fndices
medidos producen resultados equivalentes, sin embargo en un
cultivo en gran escala el caracter de la curva de crecimiento
puede variar considerablemente, dependiendo del fndice usacdo,
Ya que el incremento en la cantidad de células provoca un som
breado mutuo y la iluminacifn efectiva -por célula decae consi
derableménte‘

En los primeros trabajos sobre fisiologfa de algas el nlmero de
células era determinado por conteo en hemocitdmetro y este méto
do fue el preferido éomo fndice de cantidad. El primer andlisis
de crecimiento de algas fue hecho por Bristol-Roach en 1926(6)
y estuvo basado en el conteo en hemocitSmetro y tamafio celular

en Scenedesmus.

Posteriormente se emplearon otros fndices tales como el volumen
celular y el peso seco, 108 cuales eran menos laboriosos y de
igual pxecisién. El Indice mis directo de la cantidad de célu
las es el pesc seco; este eg determinado por centrifugacibén de
una alicuota que contenga de 5 a 50 mg de células; lavandolas
con agua destilada para gquitar las sales del medio de cultivo,
transfiriéndolas a un voltmen minimo de agua en una balanza y

gecandola a 100°C hasta obtener un peso constante.
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Densidad ob;ica.- En una suspensidn de algas se puede deter-
minar mediante cualquier colorimetro de precisibn la cantidad

de células; dependiendo del aparato la densidad 6ptica obser-
vada estd determinada principalmente por la absorcifn o por la
turbidez. Cuando la pigmentacifn y el tamafio de las cé&lulas va
rfan, como puede suceder en cultivos a gran escala, la densidad .
éptica no esvuna funcién constante, el método de pesé seco o
volumen celular puede ser{utilizado entonces, sin embargo bajo
condiciones constantes, las mediciones con densidad Sptica son

confiables para medir la cantidad de célualas (s57).

Determinacifn de Protefna Total.- Este método para cuantificar
el nGmero de cé&lulas no es comunmente empleado ya que al igual
gue el hemocitémetroes muy laborioso y presenta en el caso de
algas alqunos inconvenientes como: la interferencia de fenoles y
polisacarosa (14) y la necesidad del rompimiento previo de célu

las.

En la gréfica No. 1 se presenta una curva de crecimiento de c.
reinhardii medida por hemocitfmetrfa, absorbancia y cantidad de
proteina total. Si bien se puede apreciar que las tres curvas
guardan similitud entre si, en las gr&ficas subsecuentes solanen
te se utilizé la absorbancia (AGSO) para determinar la cantidad
de cé&lulas, esto se debid a la mayor: precisién y el menor tiempo

que reguiere este método.
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Gréfica No. 1.- Curva de crecimiento de C.reinhardii, utili
zando tres métodos para la determinacidn de
nﬁmefo de células.

a) Absorbancia A 680 nm.
b) Hemocitbmetro

c) jpag/ml de protefna .
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Concentracién de iones Hidrégeno.

El efecto del pH sobre la disociacidn y estados iénicos de
compuestos polares inorgdnicos y orgdnicos afecta el aprove
chamiento de algunos nutrientes en cultivo de algas como el
Coz'Fe++ (77) y &cidos orgdnicos (10), el pH también ejerce

un efecto sobre la carga eléctrica de la superficie de ia pa
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 metabSlicos.- Cuando hay varia

ciones de pH en el medio puede haber cambios en la pigmentaciédn,

Starosta (7¢) estudio el alga Ankistrodesmus controlando cuicda-
dosamente el pH y encontré unévtransformacién de violaxantina a
zeaxantina debida a la acidez del pH externo. Se ha demostrado
tambi&n un incremento en la sintesis de carotenoides en Chlore-

lla zofigiensis expuesta a pH's béjos debida tal vez, a una inhi

bici6n &cida de las enzimas nitratc reductasa y nitrito reducta
sa, lo cual provoca una deficiencia de Nitré&geno (31). Los ran
gos en los cuales los fosfatos y algunos compuestos fosfatados
son sintetizados, la fijacién de Nitr6geno en algas azul-verdes
(19) y la movilidad de metales pesados estdn marcadamente influen
ciados por el pH (g4). Kanazawa (28) encontré una toxicidad en

Chlorella debida a Cu2+ . Provocada por un descensoc de pH.
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Tolerancia al pH.~ El pH en el cual se pueden encontrar las
algas eg muy amplio, algunas especies termofflicas pueden -
prosperar a pH extremadamente bajos (7), por ejemplo, el

rango Gptimo de pH para Zygogonium sp. es de 1.0 M2) y para

Chlamydomonas acidophila que ha sido aislada de agua de pan

tano es de 1.0 aungue no pueden ser cultivadas en el’ laborato
rio a valores menores de 2.0 (20). Algunas algas de aguas al
calinas tienen pH Gptimos demasiado altos, por ejemplo el ran

go 6ptimo para Spirulina platensis varia 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 amplia tolerancia a los cambios de pH.

En la serie de curvas de la gr&fica No. 2 se ohserva que el pH

Sptimo para el crecimiento de 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 Sptimo

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

La limitacién de Co2 en un cultivo de algas no es siempre im-
portante pero el burbujeo de aire y Co2 es generalmente muy ven
tajoso pues provee a los cultivos de una fuente de carbomo aprc
vechable. La produccién de 1 mg peso seco de algas requiere de
aproximadamente 0.5 mg de carbono, lo cual equivale a 1.8 mc de co,
en condiciones de laboratorio. En cultivos de algas para el es-

tudio de la fctosintesis el burbujeo con CO, al 5% es un préactica

2

mundial, aungue para otro tipo de estudios el CO al 0.5% puede

2
resultar igualmente satisfactorio. En los laboratorios gue estu
dian las condiciones ecolfgicas de los organismos, los investiga
dores se enfrentan al dilema de utilizar o no el COZ ya gue podrian
variar la concentracién natural de este compuesto, y por otra par.

te el desarrollo de los organismos es lento. Aungue ¢l CO, es muy

2
utilizado el carbono puede agregarse a los medios de cultivo en -

forma de compuestos orgf@nicos solubles.

Acetato y Glucosa.~ Se ha acostumbrado a distinguir a las algas
como las que.utilizan acetato o las que utilizan glucosa. Esta
distincién fue hecha primeré por Pringsheim (34) para contras-
tar la nutricién de los flagelados Polytoma con la de las alg;s
Chlorococoidess que crecen en la obscuridad utilizando glucosa
como fuente de carbono. Mds tarde se encontr6 que muchos éde los
llamados flagelados del acetato pueden utilizar &dcidos simples
como el pir€vico y el l&ctico, Lwoff (40) propuso el término

cxitrofo para 1os flagelados del acetato y haplotrofos para los
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organismos que utilizan la glucosa. Sin embargo Lwoff (41)
igual$ la oxitroffa con la capacidad de sintetizar polimeros

de glfisidos en ausencia de fotosintesis, generalmente unido a
la incapacidad de oxidar glucosa directamente y a la haplotro
ffa con la capacidad de oxidar glucosa y otros compuestos con
carbono.

Provasoli (56),expone: "Es diffcil encontrar un protista gue no
asimile glucosa y muestre durante este proceso una entrada sim@l
tanea de 02 y no pueda utilizar acetato". Aunque ahora es sabido
gue el rango de utilizacién de sustratos varfa ehormemente de es
pecie a especie, pues se han descrito, cepas gue difieren marcada
mente en su versatilidad y preferencia de glucosa y acetato, por
lo que mucheos limites categbricos empiézan a ser borrosos, por

ejemplo las cepas Mainx y Voscher de Euglena gracilis aparentemen

te utilizan s6lo &cido acético y butirico, mientras la cepa Prings
heim de esta especie utiliza un amplio rango de &cidos gtasos de
cadena lineal incluyendo &cido l&urico, miristico, algunos &cidos
del ciclec de Krebs y alcoholes de cadena sencilla (12}, mientras
que los sustratos aprovechables de las cepas de E. gracilis var.

urophora incluyen dcidos ramificados y alcoholes (585 .

Generalmente, el aprovechamiento de dcidos grasos y alcoholes en
crecimiento heterdtrofo decrece con la longitud de la cadena,
mientras los &cidos y alcoholes con un nGmero par de &tomos de

carbono son mds usados que aquellos con un nfimerc non.

En la gr&fica No. 3 se puede observar que la fuente de carbono

nds apropiada para el crecimiento de Chlamydomonas reinhardii ,
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es el acetato de sodio. En las tres concentraciones estudiadas,
ge observa un incremento mayor en el crecimiento con respecto al
control, siendo la concentracién mis adecuada para un mayor cre-
cimiento 2000 ug/ml (2.4 X 10—2 M). Por otra parte C. reinnaxdii

no crece adecuadamente en las tres concentraciones prohadas de

glucosa por lo que puede clasificarse como alga de acetato.
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Curvas de crecimiento de C. reinhardii
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Condiciones de Cultivo.

a) Luz y crecimiento de algas.‘ La relacién entre la intensidad

de luz y cantidad de fotosintesis en un crecimientd fotoautotrd
fico estd dado por una Ffuncién hiperb&lica regulartcen una inhi
bici6n de crecimiento que ocurre cuando hay saturacifn de inten
sidad de luz, una situacidén similar es aplicable a una suspensién
de alcas gue crece en un ciclo de luz-obscuridad (75). La forma

de las curvas de crecimiento en luz ¥y bajo condiéiones de fotosin
tesis son afectadas por la temperatura (75 ) y por otros factores
cono la salinidad (44) y el nivel de nutrientes (30). Se han em
pieado varics modelos matemdticos para describir las curvas foto
sintesis~luz, aunque el modelo mds aceptado es probablemente el

de Shelef (63 ), el cual considera la intensidad, la calidad de luz
y la eficacia de conversién de quantum. Para el crecimiento de -~
algas en el laboratorio la iluminacién estd provista de lamparas
fluorescentes o de tungsteno. Las ldmparas de tungsteno tienen

la ventaja de emitir un espectro m&s.limpio, en cambio las ldmpa
ras flucrescentes tienen la desventaja de que posiblemente la lon
gitud de onda corta gue emiten puede penetrar en el vidrio y retar
dar el crecimiento. La luz blanca "suave" con alta energia y lon-
gitud de onda larga, parece ser la mds eficiente para la produccién

de algas.

En presencia de sustratos orgdnicos aprovechables el metabolismo
y crecimiento de las algas fotosintéticas‘sdn, en la mayorfa de

los casos acrecentados por una intens;daafdeyiuz apropiada (67).



33.

Esta estimulacifn aparente es atribuible a la fosforilacidn
via fotosistema I y ha sido estudiada en presencia (43) y
ausencia (81) de COZ' la relacién de fotoheterotroffa al fo
tosistema I ha sido demostrada en algunos miembros de los
Volvocales {86). La luz difusa estimula el crecimiento hetero
tréfico en Chromulina sp. (51 ) y algunes copas de Ch:iorella
no pueden crecer heterotr6f{icamente pero son capaces de utiii
zar sustratos orgénicos en la luz (29). El espectro de accifin
de este efecto de luz estd caracterizado por un nayor pico de
absorbancia a 425 nm y uno mis pequeﬁd a 575 nm, la molécula
fotoreceptora puede ser un precursor de la porfirina del cito
cromo. El espectro de accibn obtenido por‘Karlander {29y, c1i
fiere claramente del espectro de accién para la induccién de
divisibn celular y sintesis de &cidos nucléicos en algas mi-
xotr6ficas de glucosa (68). La luz azul dirige el metabolismo
de glucosa exSgena principalmente hacia la sintesis de protef
nas, mientras los carbohidratos son sintetizados preferencial-

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

b) Temperatura y crecimiento.-~ Todas las c&€lulas vivas estén
expuestas a cierto grado de variacidn térmica del medio, aln
cuando la temperatura se regule con mucho cuidado se presencan
pequefios cambios v en vista de sus efectos sobre los prccesos
vitales, v de que la mayor parte de las cSlulas sélo tienen 1z
mites estrechos de adaptacibn a los cambios térmicos, la texpe
ratura es un factor importante en la vida de los seres vivos.
Los limites dentro de los cuales estos llevan a cabo sus proce

80s vitales forman la zona biocinética gue va aproximadarente
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de 10 a 45°C .

Los efectos de.temperatura sobre el crecimiento y la divisién
celular han sido estudiados en Chlerella por Sorckin (71) , en
.general el efecto de temperatura estd relacionadq con el proce
so de sintesis de ADN .y lag subsecuentes divisiones celulares
son mds sensibles a la témperatura sub~6ptima gue gn la fase de

crecimiento del ciclo de vida celuiar.

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

miento es deteriorado cuando se baja la temperatura de 30 a 4°C
en dos horas (52), el resultado es uﬁa decoloracién del alga ,
la cual es afectada por la intensidad .de la luz y el nivel de
oxfgeno, seguido de una inhibicifn de la fotosIntesis (38) y el

blanqueamiento en Chlorella fusca puede ser inducido por un ca-

lentamiento a 46° C por 15 minutos.

En la grédfica No. 4 se puede apreciar el crecimiento de C. rein
hardii. En las 3 condiciones de cultivo disponibles en nuestro
laboratorio, las cua1e§ presentaban cierta wvariacién unas con
otras. Para ambas cepas, la 11/32 C y la 11/32 D las mejores con
diciones de crecimiento fueron en la incubadora ya que &sta poseé
luz y temperatura constantes, la temperatura es de 26.5°C + 0.5
y la iluminacidén es de 1006 lumenes en la parte central y 400 en
las zonas laterales, la difusifn de la luz no es variable aln
cuando el campo de iluminacifén no es homogéneo. En el bafio con
luz y temperatura constantes se obtiene un rendimiento aceptable,
pero se aprecia que el crecimiento de la cepa 11/32 D es muy pa-

recido al gue se obtiene en la incubadora, la temperatura es de



W
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25°C + 1.5 y la iluminacibn es de 1000 lumenes para tocos los
matraces. Por Gltimo el agitador tiene una temperatura de 26°C
+ 2.0 y una iluminaci6n de 400 lumenes por lo que el rendimien

to fue bajo.
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Metabolismo de Compuestos Nitrogenados.

Dos de las fuentes de NitrSgeno md&s comunmente empleadas para el
crecimiento de algas son los iones de amonio y'de‘nitrato. El
nitrito también es usado, pero puede ser t6xico a altas concentra
ciones por lo gque es més recomendable emplear los primeros.

La mayoria de las algas utilizan preferentemente el amonio (80),
cuando a un cultivo de algas se agrega ambos ioﬁes, el nitrato no
es utilizado hasta gue todos los iones amonio han sido asiﬁilados.
Se sabe que esta utilizacidn preferencial del amonio estd relacio
nada a la regulacién de asimilacidn de nitrato. Sin embargo hay
2lgunas excepciones para esta preferencia por el amonio; en un es
tudio hecho por Cain (B) en 38 algas de agua dulce observd que

Chlarmydomonas gloepara, C. microsphaerella, C. peterfi y Gloeocys

tis gigas tenfan preferencia por la utilizacién de nitrato (el

medio de cultivo contenfa amonio y nitrato).

Reduccién de Nitrato.- El Nitrégeno del nitrato es reducido a
aronio antes de ser incorpo;Qdo a compuestos orgdnicos (80)., Para
la reduccibn de un i6n nitrato a el nivel de amonio son necesarios
ocho electrones o sus equivalentes de HidrSgeno (4 Hz). Se ha de-

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

de HNO, 0.01 M y NaNO4 0.1 M pH 2, en obscuridad reduce nitrato

3
a anonio y se producen aproximadgmentefdpsfmoléqulas de CO, por

cada molécula de amonio formada, esto se dédé5exp:esar‘me§iante

la ecuacién:
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+ + DR
2 (CHZO) + NO3 + 2 H =cwceu=- NH4 + 2 (c°2’,”f_§29 5‘

La reducci6n de nitrato a amonio se lleva a cabo en cuatro

pasos, en cada uno se requieren dos electrones:

’ Nitrato Nitrito Hipoclorito :
HNO3 Reductasa N0, Reductasa’2V202 Reductasa  VHOH
2(H) 2(H) 2(H)
Hidroxilamina . =
Reductasa : :
2 (H)

Aungue hay evidencias de esta secuencia (48), Virtanen :y ;f
Rautenen (85) sugleren que los compuestos qQrgé&nicos niﬁréJCi
genados se pueden formar directamente de la hidroxilamina por
lo que el amonio no es un intermediario. El hiponitrato y 1la
hidroxilamina no nan sido detectados en cultivos de algas q;é
crecen en nitrato, pero el niﬁrito y el amonic siempre esgan

presentes en pequeias cantidades.

Asimilacifn del NitrSgeno del Amonio.- En las alqas existén7i

tres reacciones mediante las cuales . el Nitrégeno en forma de -

amonio es asimilado para formar compuestos org&nicos (71 ).~~“

La primera es la aminacién reductiva de algunos ceto-éc;dcs ccn
la formacién de. amino&cidos. La~segunda es la ulte*icr ami“a—
cién de amino&cidos para formar amidas. “La tercera es la re

clbn entre amonio, ATP y Co2 para formar carbam;l fosfato-51 te

tasa. .

Las enzimas que catalizan la aminacién de ceto dcidos Yy gque se

han detectado en cultivo de algas son: la glutamico deshidroge
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nasa que cataliza la aminacibn reductiva de o« -ceto gluta-
rato o glutamato (30). La alanina deshidrogenasa que cataliza
la conversifn de piruvato a alanina {30) y por filtimo Jacobi
(27) sugiere una tercera reaccifn aniloga a la glutémico des-
hidrogenasa que prodhce aspartato.

El &cido glutdmico se gorma a partir de Amoniaco y dcido «-0x0

glutirico catalizado por la glutamato deshidrogenasa (GDH),

NHT

3 + Ac.<c-oxoglutarico + NADPH + A glutdmico + NADPT

Esta reaccibn es de importancia fundamental en la biosfntesis de
amino dcidos pues se trata de la ruta primaria de la formacién
directa de grupos «<-amino a partir de Amoniaco. La glutamina
se forma a partir del &cido glutémico por la accién de la glu-
tamino sintetasa (GS) mediante la siguiente reaccién,

Nut

4 * Acido Gluta'mico + ATP .,.——‘G.__S::Glutamina + ADP + Pi

La glutamina produc1da asi en presencia de la enzima cc—oxoglu
tamato amino transferasa (GOGAT) produce 5cido glutimico median-
te la reaccién: L :

Glutamina + NADH +«- Cetoglutarico% Ac. Glutamico. e

Si bien se producen 2 moléculas de'Ac;;glutamLco una de ellas es

orovechada nuevamente para formar glutamina y 1a  t

la reacc16n.

Ac. glutémi"czd + «c-Ceto Acido
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Si bien se han detectado las enzimas que catalizan la aminaciésa,
su significado en la asimilacifn primaria del amonio para la
produccién de aminodcidos afin no es 1o bastante claro. Se han
realizado experimentos en levaduras y algas (1{ para resolver
este problema, utflizando amontol® - N; los datos cbtenides su
gieren que la ruta de la glutamico deshidrogenasa es la.mas im-
portante, ya que mediante &sta el nitrdgeno inorgénico es asimi
lado para formar amino&cidos; otros ceto-4cidos son convertidos
a aminoicidos por transaminacién, en vez de una aminacién reduc
tiva directa.

Los datos de Smith et al. (3) sugie;gnlqué,la,alanina deshidro

genasa interviene en una reacci6nfiﬁpo:éante‘para 1a¥ihcorpqza-

cilén de amonio.

Un aspecto importante de la asimilacién de amonio es .la regula~
cibn de este proceso. Kretovich et al. (32) observaron un incre-
mento de la actividad de 1la NADP—Qlutaméto deshidrogenasa en

Chlorella pyreneidosa cuando ésta crece en amonio y un descenso

en la actividad de esta enzima cuando el nitrato es la fuen;e

de nitrégené. El carnbio de la fuente de nitr6geno no tuvo efec
to sobre la actividad de 15 NAD=-glutamato deshidrogenasa y tuvo
poco efecto sobre la alanina-deshidrogenasa. Con base en estos
resultados Kretovich concluyé que NADP unido a la enzima fue -ip

ducido por el nitrbégeno del amonio.

snicos: aﬁbiéhigdeﬁe

La 1ncoqu#a616n dé‘aﬁbn;bf&7c6mpﬁést65¥6f§

llevarse a cabo mediante la act: de sin
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tetasa; el carbamil-fosfato es un precursor de la citrulina

(37) .

Utilizacién de compuestos orgé&nicos nitrogenadqs:domo fuentes
de nitrégeno para el érecimiento.— Si bien la mayorfa de las
algas son capaces de formar compuestos orgidniccs niirogenados
a partir de fuentes nitrbgenadas inorgdnicas, algunas son capa
. ces de utilizar ciertos compuestos orgdnicos nitrogenados como
Gnica fuente de nitr6geno (70). Birdsey y Linch (3) describie
ron ocho especies de Chlorophycophytas gque son capaces de uti
lizar urea y cinco especies que utilizan §cido Grico y xantina
comc fuentes de nitr6geno. En el mismo estudio encontraron que

Anacystis nidulans y Svnechococcus cedrorum {Cianophytas), Por=-

phvricdium cruentum (Rhodophycophyta) y Euglena gracilis (Eugle-

nophycophyta) no pueden utilizar ninguno de estos tres compuestos;
A, nidulans descompone &cido Grico a alantofna, y ninguna de es
tas algas es capaz de utilizar la alantofna, y observaron gue el

alga Prototheca zopfii utiliza adenina y amonio pero no puede

utilizar nitrato. Bollard (5) midié el crecimiento de Chlorella
vulcaris en un amplio rango de compuestos org&ﬁicos nitrogenados
el crecimiento fue estimado cualitativamente y’las pruebas fﬁeron
hechas bajo un solo tipo de condiciones experimentales, los pun
tos principales de este estudio soﬁé

a) De los veinﬁe aminoicidos que forman las protefnas, todos excep
to cisteina, histidina, hidroxiprolina, lisina, metionina, fenila-

lanina y triptofano mantienen un buen crecimiento.
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b) Glutamina, serina y treonina mantienen un ligero crecimiento,
pero'los dcidos aspdrtico, glutdmico y la asparagina no son apro
vechados.

c) Algunoé dipéptido (por ejemplo: glicil-glicina, glicil-serina
etc.) Y amidas mantienen el crecimiento.

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

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

el crecimiento, incluyen ornitina, citrulina, 4cido diaminopi

melico, etc.

Den Dooren de Jong (17}, hizo un estudio similar utilizando 23

arinodcidos en Chlorella vulgaris, encontrando gue los L-aminodci

dos producen un mejor crecimiento que los D-amino&cidos (18).

En la serie de curvas de las gr&ficas 5,6 y 7 se observa el cre-

cimiento de Chlamydomonas reinhardii ; cepas 11/32 Cy 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 C. reinhardii, las concentracio
nes de los compuestos nitrogenados son equimolares con respecto al
N2 del control conforme el medio basal de Sager, quién utiliza una
concentracién de nitrato de amonio 3.7 x 10'3 M. El creciriento en
distintas fuentes de nitrSgenc es mejor en presencia de aigunos

compuestos orginicos que en compuestos inorgdnicos. En los compues

'tos orgénicos se observa un mayor aprovechamiento de nitrdgeno Pro
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aproveche mejor el &4cido glutémico y que la cepa 11/32 C

aproveche mejor la glutamina, pues se esperaba que el cré-

S cimiento fuese el mismo o similar.

Los resultados con nitratio de amonio, cloruro d% amonio, ni
trato y nitrito de sodio, indican claramente un ﬁejor apro-
vechamiento del ion amonio y no del nitrato y nitrito. Las cuxr
vas entre nitrato y clofuro de amonio son muy similares entre
sf , (curvas a y b de las gr&ficas 5 y 6); resultados que con-
cuerdan con Cramer (12) guien reporta un mejor aprovechamiento
de amonio en Chlorella. Se muestra también en la grdfica 7 1la
influencia de la concentracibn, asi como del tipo molécula (a-
minodcido) de la cual proviene el nitr6geno; el mejor crecimien
to se obtiene con una mayor concentracién de asparagina. Los
aminodcidos probados no son representativos del grado de creci-
miento gque producirfan otros aminodcidos, pero nos dan una idea
de las concentraciones que se requieren para optimizar el creci
miento y de las posibles diferencias de aprovechamiento entre las

dos cepas utilizadas.

El mejor crecimiento en é o orobableme
como. ya se. dijo, é: a mayor accesibilidagd e_este”ion para 1a
asimilacién del Nl ionés deben ser prime )
ramente reducidos a: NH3 7 : ‘_ _“ ' |
La mayor. eficienc;a de1>N0 '72, pese a que este ﬁltme‘

representa un paso m&s avanzad '] esquema de reduccién a ano:

nio, puede deberse a.efectos £6x ' del ion No

2 -
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En el caso de los aminodcidos estos representan nitrégeno
ya asimilado y su utilizacibn, dependerfa de su grado de in

corporacién y no de la eficiencia de asimilacifn.
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Curvas de crecimiento de C., reinhardii (cepa 11/32 Cle

diferentes fuentes de nitrfgeno.
a} Nitrato de amonio c) Nitrato de sodio

b) Cloruro de amonio d) Nitrito de sodio
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‘a) Nitrato de amonio

1b) Cloruro de anonzo
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‘f) Glutamina

~g( Nitrato de amonio
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Camzuastos Fendlicos.

las plantas con flores, helechos, musgos, hepdticas y muchos
microorganismos contienen varios tipos y cantidades de c;ﬁ--
puestos fenbSlicos. L.a funcibn de la mayoria'dé estos com=-
puestos afin es obscura y hasta ahora muchos pareé;n sexr sub
productos del metabolismo (metabolitos secundarios). Todos
los compuestos fendlicos contienen unoc o mds anillos benzéni
cos con varilos grupos substituyentes como el ﬁidréxilo, carbo
xilo y metoxilo (-O-CH3) y algunas veces estructuras de ani--
llos no aromdticos. Los compuestos fenSlicos difieren de los
lipidos en que generalmente son solubles en agua y pocovsolu-
bles en solventes org&nicos no polares como el benceno. 8in
embargo hay algunos solubles en éter, especialmente cuando el
pE es lo bastante bajo como para prevenir la ionizacifn de los
grupos carboxilo e hidroxile (66 ). En plantas superiores la
abundancia de estos compuestos solo es superada por los carbo
hidratos, y muestran una gran variedad de estructufas que van
desde derivados de fenoles simples, como el quinol, hasta po-

lfmeros, como la lignina (53).'

Existen pocos datos sobre la presencié de cgmpuestos fenblicos
en algas. No hay investigacione§,sistematicas de este grupo

de compuestos en microorganismos fotosintéticos, ain cuando
estos estudios serfan muy interesantes en té&rminos de evéluciﬁn
biogqufmica. EL pr;mar reporte de la existencia de compuestos

fenSlicos complajos, en algas, fue publicado en 1951, cuando



w
b -

Moewus (47) reportd la'separacién de tres flovonoides, ce

cultivos de lineas mutantes de Chlam,domonas, v aoarenge“e*~[w

te no hay duda de la presencia de comouestos fenéLicos ed'ci{

ferentes tipos de algas multlcelulares verdes,

asfi, como de derlvados halogenados de estos’e

des | 11)

La presencia de é§£6546
como 1os reportados por Moewus - ha 51do puesto en cuéé \2¢),
sin embargo los datos d1$p°1xbles 1ndzcan 1a presencia de con

puestos - fen6llcos en dos especxes de Chlamydononas (33) y en

diferentes especles de Chlorella (50), lo que permzte em*. r'”

la hipé6tesis de 1a presencia de comnuestos fen6licos en forxas

unicelulares de algas verdes (82)

'dlfenoles ‘una- 1nh1b1c16n de la actmvxdad de la ewz‘ra (59 60 BB
Es sabldocpe en plantas superiores los derlvados de 1os éczcos
hldroxibenzoico Y p-coumérlco txeneﬂ act1v1dad como co.acto*es
de la AlI-oxidasa y un efecto xnhlbitovxo sobre 1a prodUCCLén
de etileno (61). S8in embargo, estos sxstenas no han sldo aur‘
estudiadoé en.algas. En trabaqos posgeriores se tratarilgefég—

mostrar larprqduccién de etileno por ghlgﬁx@omonas v éif;féé;d

de 105]écidosifenéliéés,eplsﬁw;?gulaciﬁn7(62 ).
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Es por esta razfn gue se probS el efecto de los ‘dcidos p-OH
benz6ico, cinédmico vy coumérlco en el crecxmlento de Chl amy

:

domonas reinhardii. La serie de curvas que se presentan en

la gréfica B muestran el crecimiento de esta alga con &cidos
fen6licos. La presencia de estos compﬁestos en el medio no
predujo ningln incremento notable en el crecimientd y sf en
cambio se nota un decremento en presencia de &cide cindmico

en las tres concentraciones usadas y con el &cido p-benzéico
10“4 M. La diferencia estructural principal del dcido cin&mi-
co con respecto a los &cidos p—benzdic& y coundrico es la caren

cia de un grupo hxdrox;lo en. el anlllo, lo cual tal vez podria

estar relacionado con el decremento observado en el creclmxento.
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Gametogénesis.

El alga unicelular éhiémydcibhas;:hafsia"" a; ‘ ?ééé,
en el andlisis dé los mecanismos deVégaééﬁgéggs?s y-agayééﬁiéﬁ—
to. Para inducir gametogénesis experiﬁentaiméhéé!é; ﬁé&esaria
una deficiencia de nitrégeno en el medio (64 ) este hechortiene
algunas aplicaciones experimentales importantes ya gue es posi-
ble controlar el apareamiento de cepas para andlisis genéticos.
Es importante tambi&n obtener gran cantidad de cigotos, para este
propbsito, y en Chlamydomonas es posible obtener aproximadamente

el 90% de cigotos al poco tiempo de mezclar las cepas mt’ v mt”

Reversibilidad de la Gametogénesis.~ Provasoli et al.(56) reali
zaron experimentos en los.cuales resuspendfan gametos de Chlmay-

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

ra el crecimiento, observaron gue no habfa produccién de cigotos.
Posteriormente pruebas con otros compuestos nitrogenados como ni

trato de sodio, glutamina, cloruro de amonio .y urea pro

to. Por el contrario,»cuandorl 5
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en agua destilada en luz, la formacién de cigbtos se lleva a
cabo nuevamente después de algunas horas. Para este proceso
se reguiere luz, suspensiones'de células puestas en la obscu-
'iidad con o sin acetato no forman cigotos. Estos experimentos

¢
demuestran la reversibilidad del proceso de gametegénesis.

N

El papel de la luz en el.prOCESo de gametogénesis.,=- Las células
que tienen una baja concentracién de nitrdgeno en elmedio necesi
-tan mayor tiempo de exposicibn a ia.luz para formar gametos, de
la misma manera los gametos qué se han éesdiferenciado por la ex
posicién a una fuente de nitrSgeno, réquieren varias horas de luz
para regresar al estado somééico . Esta relacién reciproca en-
tre la luz y el nitrSgenc ha llevado a pensar que la luz actGa

en una forma indirecta formando carbohidratos a través de.la foto
sintesis los cuélesﬁéfoieen énérgia bara el préceso dé apareamien
to. Con esta hipStesis se puede especular que la accibn del es-
pectro de'luz ;equefida para la formacién de cigotos puede coincl
dir con ei‘espectro,de absorci6n de la clorofila. Los trabajos
de SmithT( 72) prbponen‘que tanto_luz ﬁerde, azul, ana;anjada Y
roja SOn,efectivas,péra inducir la copulacién de cé}ulés de Chla

mydomonas :einhardii, crecidas en la obscuridad y Lewin.(36) en

contré que'él espectro de luz para la copulacidﬁ en C. moewusi

es parecidor .al espectro de absorcién de la clorofila. Mogwus
(46) reportS qqé en C. eugametos 1alsexua1idad estd detefminada
por5pigmeht§s,carotenoides especifico; y gue una pequefia exposi-
cién a:létluz“de‘baja’intensidad es necesaria para un paso foto-

quimico el éual controla la copulacién.
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Contenido de nitrSgeno y carbono en células vegetatlvas y en
gametos.~ Sager (64) ha lntentado encontrar una relac161 en_re.
la cantidad de nitr6geno y carbono por células en el estaco ‘de
gameto y vegetativo en C. reinhardii; bas&ndose en :eportes an
teriores (63) en los cuales se habifa encontrado?qggJla funci6n
del'carbono provisto por el acetato de sodic; ﬁéjbraba de,ménera
notable la produccibn de cigotos; el métodb.éeguido iue{fhacer
crecer c€lulas en diferentes concentracionéﬁf&é:hitrﬁgéno y car-
bono y cosechar a intervalos definidos y 1uego medlr la cantidad
total de nitrdgeno y carbono por célula.  La relaczén C/N aparen
temente no tiene relacién con la sexualldad, siendo la concentra
cidn de nitrdgenc en el medio la determlnante, sin embargo, expg
rimentos realizados por Reynoso el al (53) hacen suponer gue la
concentracibn de carbono en el medio es determinante en el pro=-
ceso de gametogénesis, ya que al tratar de inducir gametos mediaé
te una baja concentracién dé;nitrégeno y en presencia de acetato
de sodio no se observd ningﬁn apaream:ento por lo que se puede

suponer gue no hubo formacxdn de gametos.~

Enrlaygréfica 9 es. ‘notoria la presenc;a y concentrac16n cel ni-

tr6geno éh’el med;o para creclmlento de Chlamydowonas reinhzrdii

al cambiar la concentracidn'de nltrégeno a 0.03 g/1 (¥BN) y 0.0

g/l (MSN) las curvas varian considerablemente con respecto al

control (0 3 g/l de 

1trégeno), este fenbmeno es facilmente ex-
plicable ya que al haber una baia concentracifn de nltrdqeno o
ausencia de éste las células somiticas se transforman en ganetos

y se dividen: 2~ 4 veces o ninguna., En las curvas de las gréflcas
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10 y 11 se aprec1a el apareamlento de’ C. reinhardii en MBN y
MSN; estas curvas son” semejantes hasta 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 ?apacidad de
apareamiento es mds alta al cabo de 24 hrs., se hota ademis que
el rendimiento de apareamiento es mis bajo a 6 y 1? hrs. '
El proceso de gametogénesis en C. reinhardii atn no ha sidé'
aclarado completamente (24-26)°y muy probablemente puedaregté;

relacionado con una reiacién,C/N'enAel medio de cultivo.

El ciclo sexual de C. relnhar611' puao llevarse a cabo én iéé

condiciones de lahoratorlo no esté descrlto ya que. los resulta

dos obtenidos son simxlares'a_los reportados en la literatura

(78) v solamente 8e: corrobcré es‘te hecho.




ecto del cambio de medio en el .

cfécimiento de C. reinhardii

{cepa 11/32 C}.
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CONCLUSTIONES

1) El crecxmiento de los cultivos de Chlamyvdomonas reirhnaxrdii

bajo condlciones constantes son satisfactoriamente reproducible
por lo que proveé un material experimental adecuado. Si bien
las ‘c8lulas no son homogéneas respecto a au edad, lo son en cuan

to a la mayor parte de sus caracteristicas metabGlicas.

2) La“fotma de crecimiento de C. reinhardii es muy similar a

las éurﬁas de crecimiento en otros organismos por lo gue facto-

res. com’ la 1uz, temperatura, pH, fuentes de carbono v ni®trégeno

-

son . determlnantes para obtener un rendlmlento celular Sptimo,

3) El uso aéwﬁifraEGTAé”amonip , &cido glutdmico y glutamina
comO'fﬁéntésﬂde nitrégeno es recomendable, los nitratos ¥y nitri
tos requleren energia para ser reducidos antes de ser asimllados

y- porxr ello su apr0vechamlento ‘es menos e‘lciente.'

2 el acetato de sod10'

‘do la 6ptima 2 g/l.‘

5): El control de la diferenc;acxén celular de células scné*icas
a gametos se puede llevar a cabo con MBN ¥ obtener hasta un

84.6% de apareamiento.1:w  “
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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 concentracién total, fuentes de carbono y

nitr6geno, pH, iluminacién y factores orgdnicos de crecimiento.

El presente trabajo és solo el principio de proyectos en vias

de iniciacién y contribuye en la resolucién de las condiciones

de mantenimiento y desarrollo de los cultivos del organismo ex-

perimental. Dichos proyectos son:

a) El estudio de la diferenciacifn gamética relacionada con el
N2 y C del medio ambiente. ‘ ;

b) El efecto de regulacién de crecimiento en‘éiyaééé?fﬁliofdé c.

reinhardii .

c) Estudios de genética citoplasmética para’ pe;imeﬁéﬁﬁ‘dé’trang

formaci6n genética en un- organlsmo eucariote.
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vi. . A’t“_P':VE N DICB G

Valores de los puntos de las
grdficas presentadas. Las X
son el resultado de cuando me
nos tres repeticiones y los Qg

lores iniciales de absorbancia

son Asao = (.02




CGRAPICA ML L

PIAT L2 3 4.5 6 1 2.3 -4 " 5.7 g 1 2 3 4 5 - .6
X 0.057 0.130 0.252 0.457 0.491 0.765 40.16 74.92 82.00 126.33 202,00 272.16 30.00 40.00 80.00 90.00 140.00 222.00
T 10,007 0.020 0,030 0.020 0.011 0.018 4,600 5.120 14.80016.920 70,700 83,120 1.500 7.500 2.600 2.150 16.00 19,10

" medicitn Absorhancia 680nm ’ Nodecalulas/ml x 10® (hemocitometro)  ug/ml de protefna




4 IR SRR o T

X 0.010 0.117 0.38 0.1 1.190 0.040 0.060 0.382 1.000 1.110° o.q,:i’";":g
« 0.002 0.060 0.097 0.152 0.060 0.002 0.050 0.194 0.000 0.100 10,002 0.0
A -0.010 0.107 0.269 0.355 0.449 0.020 0.020 0.322 0.618 o.10 0003
VO -50.00 1070.00 229.91 91.96 60.59 100.00 50.00 536.66 161.00 11.00 -—is}oq_’
Modio Pl 6.0 ~ , 6.5 '

10,017 0.122  0.375  0.668  1.260

.

CRC0.0147 7 0.095

T 0.003 . 0.100..0.100 - 0.004 - 0.035  0.030  0.050 0.070

A -0.006 O 0.105 0.253 +0.293 = 0.592

0 617,64 207.37 78,13 88.62

Modio




_No.

GRAFICA 3
DIA 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
%X 0.029 0.030 0.035 0.051 0.048 0.032 0.035 0.039 0.062 0.052 0.027 0.630 0.036 0.059 0.6l
¢ 0.007 0.005 0.007 0.014 0.019 0.020 0.010 0.018 0.018 0.024 0.007 0.008 0.006 0.009 0.015
A 0.009 0.001 0.005 0.016 -0.003 0.012 0.003 0.004 0.023 -0.010 0.007 0.003 0.006 0.018 0.0G7
%4 45 3.44 16,16 4571 -5.88 60.00 9.37 11.42 58.97 -16.12 35.00 11.11 20.00 50.00 12.%
Medio Glucosa 1072 Glucosa 10™M Glucosa 10™ %M
% 0.048 0.216 0.483 0.800 0.880 0.072 0.302 0.846 1.148 1.518 0.056 0.225 0.584 0.958 1.266
&  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 0168 0.267 0.317 0.080 0,052 0,230 0.544 0.302  0.370 _ 0.036 0.169 0.359 0,374 9300
84 140.00 350.00 121.61 65.63 10.00 260.00 319.44 180.13 35.69 32.22 180.00 301.78 159.55 64.04 32.15
Medto hcctato 1000 L Acetato 2000 Acetato 4000
X 0.029 0.039 0.065 |
¢ 0.009 0.010 0.013
A 0.009 0.010 0.02
84 45.00 34.48  66.66 . 21.5
-‘bbdio Control |




.. . GRAFICA “No. 477

CEPA 11732 C

DIA 1 2 * 3 4 5 6 1 2 3 4 S 6 1 2 3 4 5

%  0.118 0.650 0.575 1.200 1.380 1.650 0.124 0.353 0.750 0.920 1.00 1.120 0.08 0.443 0.590 0.601 0.533
@ 0.040 0.090 0.130 0.100 0.060 0.020 0.024 0.050 0.020 0.020 0.020 0.100 0.040 0.007 0.010 0.003 0.002

A 0.008 0.532 -0.75 0.625 0.18 0.27 0.104 0.229 0.397 0.17 0.08 0.12 0.06 0.363 0.147 0.011 =-0.06
w4  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

Medio MI + Acctato  Incubadora MI + Acctato Bafo MI + Ncetato Agitador
CEPA- 11/32 D | '

% 0.159 0.581 0.81 1.250 1,337 1.460 0.127 0.321 0.765 0.949 1.242 1,445 0.112 0.360 0.640 0.573 0.516
@ 0.020 0.070 0.034 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 0.237 0.441 0.078 0.123 9;107 0.104 0.444 0.184 0.293 0.203 0.092 0.248 0,280 -0.067 -0.057
$A695.00 765.40 40.79 53.91 6.19 9,19 535,00 152.75138,31 24.05 30.87 16.34 460,00 221.42 77.77 ~10.46 -9.94

Mxlio MI + Acotato Incubadora MI + Acetato Baiio MI + Acetato Njitador



GRAFICA No. 5 11/32 ¢

-1

2 3 4 5 6 1

2 3 4 S 6 1 2 3

4 5 6

g xi

%A

B a x

%4

HMedio

0.226

0.004
0.106

530.0

0.086
0.006
0.066

330.0

0.294 0,595 0.796 1.409 1,547 0.115
0.006 0,070 0.170 0.360 0,034 0.005
0.168 O.JOi'0.201 0.613 0.138 0.095
133.3 102.3 33.7 77.0 9.79 475.0

Nitrato de Amonio

0.198 0.293 0.368 0.673 0.743 0.131
0.009 0.054 0.040 0.040 0.010 0.009
0.112 0.095 0.075 0.205 0.070 0.111
130.2 47.97 25.59 B2.88 10.40 555.0

Nitrito de Sodio

0.328 0.506 0.763 1.265 1.349 0.098 0.184 0.25%4
0.063 0.029 0.050 0.070 0.023 0.002 0.033 0.084
0.203 0.188 0.257 0.502 0.084 0.078 0.086 0.110
176.5 59.1 50.7 65.7 6.640 390.0 87.75 59.78

Cloruro de Amonio : Nitrato de

0.181 0.426 0.607 1.247 1.372 0.180 0.454 0.630
0.048 0.009 0.070 0.)04 0.051 0.014 0.084 0.040
0.050 0.245 0.181 0.640 0.125 0.160 0.274 0.176
38.16 135.3 42.48 105.4 10.02 800.0 152.2 38.76

Acido Glutdmico Glutamina

0.356 0.607 0,782
0.118 0.120 0.135
0.062 0.215 0.175
21.08 70.50 28.83
Sodio

0.975 1.914 2.096
0.090 0.316 0.290
0.345 0.939 0.182

54.76 96.30 9.500



GRA

FICA No. ©

11/32 D

1 2 3 4 5 6

1

2 3 4 5

6

1 2 3 4 5 6

DIA
®
L g
a
% &
Medio
x
o
A

%4

Mexiio

0.023 0.238 0.355 0.426 1.122 1.196
0.005 0.080 0.134 0.150 0.022 0.027
0.003 0.215 0.117 0.071 0.696 0.074
15.00 934.7 49.15 20.00 163.3 6,590

Nitrato de Amonio

0.026 0.038 0.099 0.172 0.356 0.463
0.003 0.014 0.030 0.030 0.035 0,032
0.0045 0.032 0.041 0.073 0.164 0.107
30.0< 123.0 70.68 73.74 106.9 30.05

Nitrito de Sodio

0.015 0,158 0.310 ©.527 1.020

0.002
~0.05

-25.0

0.068
0.021
0.048

240.0

0.027 0.020 0.058 0.074
0.143 0.152 0.215 0.493
953.3 96.20 70.00 93.54

Cloruro de Nuwonio

0.223 0.415 0.659 1.829
0.080 0.100 0.01% 0.030
0.155 0.194 0.242 1.170
227.9 86.99 58.03-177.5

Acido Glutamico

1.092
0.080
0.072
7.060

1.923
0.330
0.094
5.140

0.036 0.055 0.175 0.245 0.409 0.473

0.005 0.013 0.038 0.020 0.049 0.072

0.016 0.019.0.120 0.072 0.162 0.064

80.00 52.77 218.1 41.14 65.58 15.65
Nitrato de Sodio

0.036 0.227 0.406 0.618 1.527 1.728
0.015 0.046 0.090 0.017 0.419 0.280
0.016 0.191 0.179 0.281 0.840 0.201
80.00 530.5 78.85 69.21 122.2 13.16

Glutamina



GRAFICA o, 7
DIA 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
% 0.386 1.290 1.680 1.740 1.700 0.346 1.000 1.540 1.610 1.590 0.260 0.940 1.520 1.590 1.560
e 0.020 0,023 0,060 0.020 0.03 0.070 0.024 0.150 0©.100 0,070 0,01 0.027 0.070 0.010 0.010
A 0.366 0.304 0©0.35¢ 0.100 -0.04 0.326 0.654 0.%40 0.070 -0.02 0.240 0.680 0,580 0.070 -0.03
%4 1830. 234.1 27.13 6.100 -2.36 1630. 189,0 54.00 4,545 -1.240 1200. 261.5 61.70 4.600 ~1.89
Mxiio Fenil-alanina 10”24 Fenil-alanina 10°°M Fenil-alanina 10”4
X 0.321  0.830 1.210 1.170 1.280 0.390 0.890 1.280 1.440 1,470 0.240 0.550 1.160 1.560 1.460
'y 0.080 0.032 0.032 ©0.080 0.030 0.05a 0.032 0.150 0.100 0.170 0.008 0.060 0.080 0.030 0.070-
A 0.301 0.505 0.380 <-0.40 0.110 0.370 0.500 0.390 0.160 0.030° 0.220 0.310 0.610 0.040 =-0.01
2 1505. 158.5 45.78 ~-3.31 9.400 1850. 128.2 43.82 12.50 2,080 1100. 129.1 110.9 34.48 ~6.41
Medio Asparagina 10724 Asparagina 1073 m Asparagina 10"
% 0.364 0.803 1.310 1.470 1.430
T 6.036 0.100 0,030 0.052 0.020
A 0.344 0.439 0.507 0.160 -0.04
-4 1720, 120.6 63.14 12.21 -2.72

tedio

Control



GRAFICA No. 8
DIA 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
X 0.092 0.390 0.5% 0.880 0.970 0.252 0.601 1.320 1.490 1.420 0.283 0.672 1.370 1.530 1.470
@  0.022 0.011 0.029 0.119 0.130 0.087 0.080 0.190 0.080 0.090 0.090 0.130 0.170 0.020 0.060
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 0.168  ~0.06
%A 360.0 223.9 51.28 49.15 10.22 1160. 138.4 119.6 12.88 ~4.70 135, 137.4 1038 11.68  -3.92
Modio Acido Cinfmico 10 Acido Cinfinico 1070 M Acido Cinfmico 10~4
%  0.072 0.575 1.590 1.650 1.950 0.063 0.390 1.385 1.628 1.970 0.063 0.325 0.848 1.160 1.350
¢ 0010 0.035 0.060 0.010 0,100 0.010 0.110 0.002 0,090 0.240 0.002 0.060 0.080 0.160 0,080
A 0.052 0.503 1.015 0.060 0,300 0,043 0,327 0.995 0.243 0.342 0.016 0.262 0,522 0.312 0,190
%4 260.0 696.6 176.5 3.770 18,18 215.0 519.0 255.5 17.55 21.01 315.0 415.8 160.9 36.79  16.38
Medio 2acido Qll p—Benzoico'lO—ZM Acido Oif p-Benzoico 10°M Acido CH p-Denzoico 107%m )
% 0.070 0.480 1.290 1.630 1,790 0.077 0.410 1.260 1.480 1.810 0.048 0.210 0.860 1.350 1,900
¢ 0.017 0.130 0.063 0.030 0.050 0.010 0.040 0.150 0.150 0.330 0.003 0.080, 0.080 0.290 0.140
A 0.05 0.410 0.810 0.340 0.160 0.057 0.333 0.850 0.220 0.330 0.028° 0.168 0.644 0.490 0.550
%4 250.0 585.7 168.7 26.36 9.820 285.0 432.4 207.3 17.43 22.30 140.0 350.0 298.1 56.98 40.74
Modio Acido Courdirico 1072 Acido Counirico 10™M Actdo Coumdrico 1070



DIA 1 2 3 4 5
X 0.046 0.480 1.130 1.499 1.900
g 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 1354 32.66 26.75
Medio Control

GRAFICA

No.



GRAFICA No. 9

DIA 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3.4 5
X 0.025 0.198 1.014 1.600 1.600 1.140 1.270 1,030 0.850
@  0.000 0.070 0.245 0.037 0.040 0.0%0  0.060 0.050  0.024

control control
A 0.005 0.173 0,816 0.586 0,000 0.126 0.130 0.016 =0.18
YA 25,00 692.0 412.1 57.79 0.000 12,43 - 11.40 1.580 -17.4
Madio Control Modio Bajo en NitrSgeno Medio Sin Nitrégeno



GRAVICA Nore 10
MDIO BAXO  EN  NITROGINO
6 ORAS

'MIRUTOS 5 20 35 50 65

% 27.40 27.60 33.40 32,80 49.60

o 3.200 9.600 5.820 2.520 26.36 :

a 27,40 0.200 5,800 -0,60 16.80
4o 2740. 0.720 21,01 -1.79 51,21

12 HORAS ]

MINUIOS 5 10 15 25 35 45 55 65

x 40.40 42.00 26.60 50,60 57.00 57.20 52.00 46.60

a 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

%A 4040. , 3.960  ~36.6 90.22  19.64 0.350  -9.09  -10.3

24 1ORAS

MINUTOS S 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 15
% 13.36  40.56 57.40  73.80 62.20 67.00 70.60 64.60 86,60 68.28 82.20 84.60
a 10.00 8.800 18.60 11.88  12.16  5.000 10.78 14.80 25.40 13.26 19.20  14.00
A 13.36  27.20  16.84 16,40 -11.6  4.800  3.600. ~6.00 22.00 ~18.3 13,92  2.400
£A 133, 2035 4L51 28,57 -15.7 7.710  5.370 -8.49 34.05 -21.1  20.38

2,910



GRAFICA Mo, 11

MEDIO  SIN  NITROGEND

6 HORAS
MINUTOS 5 20 30 40 50 60
% 25,80 35.70 37.30 41.30 47.16 56.60
T 5.600 4.700 3.600 5.720 2.360 _7.800
a4 25.80 9.900 1.6C0 4.000 5.860 9.440
¥A. 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
o 8.400 6.300 ' 5.420 8.500 7.260 5.500
A 32,40 2.030 15.62 4.850 0.900 5,000
%A 3240. 6.270 45.36 9.690 1.640 ~ 82960
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