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1.- INTRODUCCION

Las algas son organismos eucariotas fotosintéticos; contribuyen aproximadamente
con el 50% del oxigeno atmosférico y forman parte de las comunidades acuaticas
como fitoplancton, compuesto por organismos, microscopicos, que se desarrollan
en la columna de agua, especialmente en la zona fética, o fitobentos, organismos
que crecen sobre diferentes tipos de sustratos, como plantas, animales, rocas,
arena y arcilla. En los ambientes acuaticos las algas inician el flujo de energia, al
ser el primer eslabén en la cadena trofica. (Preisig y Andersen, 2005; Gémez,
2007).

Cultivar microalgas es util para diversos propdésitos, como el conocer de una
manera mas directa las condiciones ambientales que influyen en su crecimiento en
los ambientes acuaticos, asi como también ser una alternativa basica para
determinar las caracteristicas taxondmicas y la identificaciéon de las especies,
conocer aspectos de su ciclo de vida, reproduccion, fisiologia, bioquimica y
determinar el potencial biotecnologico de las especies (Preising y Andersen,
2005).

Otras aplicaciones en las que su cultivo ha demostrado su potencial son: la
alimentacién para animales o humanos por su alto contenido de proteinas y
lipidos, tal es el caso de algunas diatomeas y cianobacterias como Spirulina
(Jaime-Ceballos et al., 2007). También se pueden obtener sustancias para la
industria farmacéutica y cosmetolégica como algunos carotenos de

Haematococcus pluvialis (Sosa, 2009) o de Botryococcus sp., microalga que utiliza



una mezcla de acidos grasos libres como substancias toxicas contra depredadores
(peces) y organismos del zooplancton, por ejemplo rotiferos de los géneros
Keratella y Brachionus, o cladéceros como Bosmina (Chiang et al., 2004; Donne et
al., 2008). Botryococcus puede llegar a formar florecimientos que disminuyen la
transparencia y el oxigeno disuelto del agua, formando natas de color naranja por
el contenido de hidrocarburos (Huang et al., 1988; Chiang et al., 2004; lkawa,
2004; Wu et al., 2006). En un lago de Filipinas, se ha presentado este fendmeno
durante los meses de mayo a septiembre, registrando la densidad mas alta en
julio. En una laguna hipereutrofica de Colombia, Botryococcus fue dominante, y
aunque puede asociarse con diatomeas (Cyclotella meneghiniana) y euglenofitas
(Euglena oxyuris), es capaz de reemplazar a otras Chlorococcales (Keratococcus,
Scenedesmus y Tetraedron) e incluso a florecimientos de Microcystis y otras
cianobacterias como Aphanizomenon y Anabaenopsis (Ramirez y Corbacho,
2004; Ramirez, 2005; Donne et al., 2008). A Botryococcus, por su alto contenido
lipidico se le denomina especie oleaginosa (Arredondo-Vega y Vazquez-Duhalt,
1991; Rodriguez y Ottone, 2003; Metzger y Largeau, 2005).

1.1.- Antecedentes

Casadevall et al. (1985) examinaron cultivos de B. braunii a partir de la Coleccién
Gottingen (807/ 1), donde midieron el crecimiento algal, la produccion de
polisacaridos extracelulares, los hidrocarburos totales, la variacién del pH del
medio de cultivo, y la ultraestructura celular. Singh y Kumar (1992) estudiaron la

produccion de los lipidos e hidrocarburos con respecto a la limitacion de nitrégeno



en condiciones aerobicas y anaerobicas. Zhang et al. (2011) determinaron el
efecto del carbono organico sobre el crecimiento de B. braunii. Sakamoto et al.
(2012) investigaron las condiciones Optimas de luz en Botryococus braunii.

Weiss et al. (2012), hacen un estudio de la organizacion de la colonia de B.
braunii, particularmente la vaina extracelular utilizando microscopio de
fluorescencia y confocal.

En México se han realizado estudios floristicos del género Botryococus, en
los que se registraron las especies B. braunii, B. prutuberans y B. sudetica de
ambientes lénticos como lagos, lagunas y embalses de los estados de
Guanajuato, Puebla Michoacan y Estado de México (Ortega, 1984; Sanchez-
Rodriguez y Vazquez, 1990; Mendoza-Gonzalez et al., 1985).
1.2.-Justificacion
Esta microalga colonial ha despertado interés desde hace muchos ainos, debido a
que produce y acumula cadenas largas de hidrocarburos liquidos que son
precursoras de combustibles (Demetrescu, 1998; Rao et al., 2007; Weiss et al.,
2010). Las microalgas, como Botryococcus, son también adecuadas para limpiar
aguas residuales con exceso de nitrégeno y fésforo (Salazar, 2006; Orpez et al.,
2009).En México no se han realizado investigaciones relacionadas con el cultivo y
caracterizacion morfolégica de las especies nativas de Botryococcus de lagos
mexicanos, por lo que este estudio es una contribucion al conocimiento de la
morfologia, taxonomia y cultivo de una especie nativa de un lago somero del

Estado de Puebla. Por lo anterior, los objetivos planteados en este trabajo son:



2.-OBJETIVOS
Objetivo general

Caracterizacién de la morfologia, aislamiento y crecimiento de Botryococcus sp.

de un lago somero del Estado de Puebla, México.
Objetivos particulares

1.- Determinar las caracteristicas morfologicas del género Botryococcus presente
en un lago somero artificial, utilizando microscopia de luz (ML) y microscopia

electronica de barrido (MEB).

2.- Medir las variables ambientales del sitio de colecta como pH, temperatura,
oxigeno disuelto, porcentaje de saturacion de oxigeno, conductividad eléctrica,

nutrientes como nitratos, amonio y fosforo reactivo disuelto.
3.- Aislar un cultivo monespecifico de Botryococcus.

4.-Estimar el crecimiento de Botryococcus, con base en la Densidad Optica (D.O)
y concentracion de clorofila a, comparando su crecimiento a dos irradiancias (baja

y alta), durante 15 dias.



3. Area de estudio

En la localidad hacienda de Apulco municipio de Zacapoaxtla, Puebla se
encuentra un lago somero artificial, ubicado en la latitud 19° 54’ 48” y longitud 97°
36’ 43” y a 1386 m.s.n.m. (Fig. 1). Este cuerpo de agua esta dentro de la regiéon
hidrolégica RH27 cuenca B (INEGI, 2005) y es alimentado por el Rio Apulco, que
con una corriente caudalosa y un largo recorrido por la Sierra Norte, bafa la parte
septentrional de oeste a este y sirve de limite por mas de 10 kilometros con
Xochitlan, Nauzontla y Cuetzalan, Puebla. Este rio presenta numerosos arroyos
intermitentes que se unen a rios colindantes, manantiales y acueductos. En el
margen del rio Apulco el clima es templado y subhumedo (C(m)), con lluvias en
verano (1200 a 1500 mm) y densos bancos de niebla(Villa-Bonilla et al., 2008.).
Tal es asi que la cascada la Gloria, ubicada en la misma localidad de Apuico,
donde se encuentra el lago de estudio, presenta una gran riqueza de helechos y
elevada humedad al estar situada en un bosque mesofilo de montana (Jano-

Tolano y Andrés-Hernandez, 2012).
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Figura 1.Localizacién del area de estudio y ubicacion de las estaciones de muestreo.



4.-MATERIAL Y METODOS
En la figura 2 se muestra el diagrama de flujo, que integra la metodologia seguida

para este estudio.

“Caracterizacion de la morfologia, aislamiento y crecimiento de Botryococcus Kiitzing (Chlorophyta) de un
lago somero del estado de Puebla, México”.
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Figura 2. Diagrama de Flujo de la metodologia.

4.1. Trabajo de Campo

4.1.1. Estaciones de muestreo

Se realizd una visita prospectiva en junio de 2012, se establecieron 5 estaciones y
se hicieron observaciones preliminares en las que se observo una densa

poblacion de Botryococcus. En febrero y julio del 2013 se realizaron los



muestreos y la colecta formal en las cinco estaciones de muestreo establecidas
(Fig. 1).

4.1.2. Variables fisicoquimicas

En cada estacién, se midieron in situ temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L™),
porcentaje de saturacién de oxigeno (S.O %), conductividad ( yS/cm) )y pH con
un equipo multisensor YSI, modelo 556 MPS, vy la turbidez con un disco de Secchi
(cm). La radiacion fotosintética activa (PAR pmol fotones m™s™) se analizdé con un
radiometro marca LI-COR, modelo LI-250. Se colecté agua del sitio (80 L) para
usar como medio de cultivo, utilizando filtros de 50, 1 y 0.22 um de apertura de
malla, para retener la mayor cantidad de particulas suspendidas vy
microorganismos (Preising y Andersen, 2005). Se obtuvo una muestra
representativa de Botryococcus con una red de arrastre (20 um de apertura de
malla) y se suspendio en el agua ya filtrada del sitio de coleta. En cada estacion,
se tomaron muestras de agua del lago, en frascos de 500 ml y se conservaron a
baja temperatura (4°C).

4.2.-Trabajo de Laboratorio

Una vez en el laboratorio, a las muestras se les determinaron, nitratos, amonio y
ortofosfatos por método colorimétrico, de acuerdo con los métodos oficiales
recomendados por Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater (1998).



Nitrogeno amoniacal por el método del salicilato, en donde los compuestos de
amoniaco se combinan con el cloro para formar monocloramina y la
monocloramina reacciona con salicilato formando 5-aminosalicilato, el cual se

oxida en presencia de un catalizador de nitroprusiato sédico y se mide a 655 nm.

Nitrogeno de nitratos por el método de reduccion de cadmio, en donde el cadmio
metalico reduce a nitrito el nitrato presente en la muestra y el i6n nitrito reacciona
en medio acido con el acido sulfanilico para formar una sal de diazonio intermedia,

la cual reacciona con acido gentisico y se mide a 500 nm.

Fosforo reactivo (ortofosfato) por el método del acido ascérbico, en donde el
ortofosfato reacciona con molibdato en un medio acido, formando un complejo de

fosfomolibdato, el cual es reducido por el acido ascérbico y se mide a 880 nm.

4.2.1. Aislamiento

En el laboratorio se filtré la muestra obtenida de Botryoccus con una red de
fitoplancton de 20 um de abertura de malla. La suspensién se lavé con agua
destilada estéril y agua del sitio filtrada. Las colonias se seleccionaron con una
pipeta Pasteur, para depositarse en un embudo de separacién, donde se
eliminaron impurezas por medio de la sedimentacion, la bifase se separa y la
masa algal se lava varias veces hasta obtener una suspension pura (Fig. 3)

(Pérez, 1995; Guillard, 2005).



Figura 3. Aislamiento. a) filtracion de particulas mayores a un milimetro y menores a 20 ym, b)
lavadas con agua destilada estéril, c) seleccion de colonias, d) sedimentacion, e) lavar con agua
filtrada del sitio y separar, f) suspension pura.

Para el cultivo en laboratorio se adecu6 una camara de incubacion y con esta fue
posible controlar condiciones esenciales en grado Optimo para el trabajo

experimental (Fig. 4).



Figura 4.Camara de incubacién con cultivos stock (madre).a) cultivo stock, b) suspension pura en
cultivo.

4.2.2. Experimentos de cantidad de luz para comparar crecimiento.
Se llevo a cabo un experimento de baja radiacién de luz (40 pmoles fotones m? s’

Y y otro de alta radiacién de luz (100 umoles fotones m™? s™) bajo condiciones
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controladas de laboratorio. Para cada tratamiento de luz se prob6 un inéculo de
20 mL de microalga del cultivo stock de cerca de 0.254 de D.O. , los cuales
fueron colocados en 12 matraces con 150mL de agua del sitio, enriquecida al 20
% de medio Detmer +As (Halperin, 1963) y con aireacion continua libre de
contaminantes a través de un filtro de alta eficiencia (0.2 um) y trampa de agua
destilada estéril (Kawachi y Noél. 2005).

Los matraces fueron mantenidos a 24+2°C con un termostato automatico y una
bomba de agua recirculante dentro de un contenedor (30 x 40 x 20 cm) con agua
destilada. El crecimiento algal fue medido en el curso de 2 semanas tomando

muestras al azar (20 mL) cada tercer dia hasta completar 15 dias (Fig. 5).

Figura 5. Lote de matraces en condiciones controladas durante cultivo experimental.
Densidad optica
La tasa de crecimiento fue medida por el incremento de la densidad 6ptica y el

porcentaje de trasmision de las colonias en suspension a intervalos de tiempo
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utilizando un espectrofotometro, marca Bausch & Lomb modelo Spectronic 21, que
detecté el incremento de la turbidez a 750 nm (Sorokin, 1973), utilizando la
siguiente ecuacién T=l/lp donde
I= La trasmitancia de la muestra en porcentaje del blanco.
lo- Trasmitancia ajustada para leerla a 100%
T= trasmitancia la cual es convertida en Densidad Optica (D.O.)

D.O.=log (Ip/1)
Clorofila a
Se filtraron tres muestras de 5 mL para determinar la concentraciéon de clorofila a
por el método de fluorescencia usando un fluorémetro Turner Designs modelo 10-
AU por extraccién en frio con acetona al 90% (Arar y Collins, 1997).
4.2.3. Estudios de morfologia
Para los estudios de microscopia de luz (ML) se fij6 con formol al 4% y se
elaboraron preparaciones permanentes tefiidas con distintos colorantes como
verde brillante, azul de anilina y eritrosina azulosa (Kumar y Sing, 1979). Para
contrastar la vaina mucilaginosa de las colonias se utilizdé tinta china. Las
preparaciones fueron revisadas con un microscopio marca Zeiss con camara
integrada Canon Photoshop y el software Axiovision 4.6.2.
Para los estudios de microscopia electronica de barrido (MEB) las muestras fueron
fijadas con glutaraldehido al 2% (Largeau et al., 1980) y deshidratadas con alcohol

etilico en intervalos ascendentes hasta llegar al 100%. Posteriormente el alga se
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llevd a punto critico, se montd en platina y se observé en el MEB marca Hitachi
modelo SU1510 en el Instituto de Biologia, UNAM.

4.2.4 Estadistica

Los datos fueron probados para la normalidad y homocedasticidad (homogeneidad
de las varianzas en las poblaciones comparadas). Las variables de D.O. y
concentracion de clorofila a fueron relacionadas contra el tiempo mediante una
regresion lineal (SPSS Inc., 2008). Para los tratamientos de cantidad de luz (baja y
alta) fueron comparados a través de su valores promedio utilizando la prueba
estadistica t-Student (Aguayo, 2007).

5.-RESULTADOS

5.1.- Caracterizacion morfolégica de la especie Botryococcus braunii

Las colonias estan compuestas de subcolonias, con células aglomeradas
dispuestas en forma radial y periféricamente en grandes racimos botrioides, como
uvas. Tienen un intervalo de longitud de 40.27-141.04 pm x 46.5-153.64 um de
intervalo en el diametro (Fig. 6 a, b). El color puede variar entre, amarillo, verde,
pardo, dorado y oscuro (Fig. 6 c-g). Las colonias estan interconectadas por
puentes e hilos de mucilago (Fig. 6 h-i). Las células se encuentran organizadas
radialmente (Fig. 6 j) con la célula apical visible que emerge 1/3 de la copa
mucilaginosa; en la parte apical se observa un copete de celulosa y pectina (Fig. 6
k) dentro de una matriz que mantiene unidas a las células con un pedunculo,
formado por dos 0 mas ramas, cada una incluye uno o dos pares de individuos

donde las células estan incrustadas (Fig. 6 |-p). Las células aparecen como
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individuos encapsulados con una pequeia cantidad de mucilago, de 4.7-8 ym de
ancho y de 10.3-16.1 uym de largo (Fig. 6 q), la célula contiene organelos
citoplasmaticos como: granulos intracelulares (Fig. 6 r), pirenoide regularmente
basal, a veces indistinto, no visible en las células de las colonias jévenes (en los
cultivos) (Fig. 6 s), cloroplasto parietal apical, nucleo, gotas de aceite, almidon, y
pared celular (Fig. 6 t), que se sella a la matriz por un collar (Fig. 6 u);
reproduccion asexual por la formacion de 4 autosporas (Fig. 6 v).Los ejemplares
colectados en el lago Apulco coinciden con los caracteres morfologicos y las
dimensiones celulares descritas por Largeau, et al. 1980; Prescott, 1982;
Casadevall, et al., 1985; Dillard, 1989; Komarek, y Marvan, 1992; Comas, 1996;
Demetrescu, E. 1998; John, et al., 2002; Guiry y Guiry, 2014, por lo cual se

determind que la especie corresponde a Botryococcus braunii Kitzing.
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Figura 6.Imagenes en MEB y ML. a) y b). Colonia con una escala de 100 ym. c-g). Variacion del
color de las colonias. h) Puente de unién de las colonias. i) Hilos o hebras de mucilago. j). Arreglo
radial de las células. k) Tapa apical. 1) Detalle de las células insertadas en la matriz. m-p)
Separacion de las células conectadas a la matriz, o) pedunculo, p) cuticula q) Envoltura
mucilaginosa tefiida con eritrosina azulosa. r) lipidos intracelulares tefidos con sudan Ill. s)
Pirenoide. t) Sefala: (1) Nucleo, (2) gotas de aceite, (3) almidén, (4) cloroplasto, u) Collar. v)
Autosporas.
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OBSERVACIONES

Algunas observaciones realizadas de las muestras de campo y del laboratorio
caracteristicas de B. braunii fueron: la expulsidén de las gotas de aceite que salen
de la matriz (Fig. 7 a-e). Presencia de células en forma de pera (Fig. 7 f) envuelta
por una vaina mucilaginosa (Fig. 7 g), que alcanza al menos dos tercios de la
longitud de la célula o casi se superpone a su apice, pero nunca es
completamente cerrada ya que son cubiertas desde el exterior por finos copetes
mucilaginosos incoloros que segun Casadevall et al. (1985) estan compuestas por
celulosa y pectina, también conocidos como tapa celular (Fig.6 o, 7 h, i). Se llegé a
ver la presencia de fibrillas o apéndices mucilaginosos los cuales son utiles para la
captura de nutrientes como nitrégeno (Komarek y Marvan, 1992) (Fig. 7 j-k).

Al principio de su ciclo de vida, el mucilago es incoloro, se vuelve amarillento
hasta amarillo/marrén formando la matriz mucilaginosa la cual protege y mantiene
juntas a varias colonias que confluyen en una masa amorfa central (Fig. 7 I), al
expulsar las células (Fig. 7 n) deja ver una matriz esqueletal con cuticulas vacias
(Fig. 7 i, m). Se observé también a las células en proceso de division longitudinal

(Fig. 7 A).
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Figura 7. Imagenes en ML y MEB. a-e) Matriz expulsando gotas de aceite. f). Células. g)
Células tefiidas con verde brillante. h-i) Tapa celular. j-k) Apéndices de mucilago. ) Matriz
con células. m) Matriz esqueletal. n) Células expulsadas de la matriz. i) divisién celular
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Ecologia y distribucion

Botryococcus braunii es una microalga distribuida en ambientes de agua dulce,
lagos salobres y salinos, embalses o pequefios estanques situados en zonas
continentales templadas a tropicales (Zalocar et al, 1998; Metzer & Largeau, 2005;
Donne et al, 2008). En el mundo, B. braunii se ha registrado en las siguientes
regiones:

Artico: la isla de Ellesmere. Europa: Mar Baltico, Gran Bretana, Alemania, Polonia,
Rumania Espafia. América del Norte: Arkansas, Ontario. Islas del Caribe:
Martinica. América del Sur: Brasil. Asia: Turquia, China, Corea, Taiwan, Singapur.
Oceania: Nueva Zelanda Australia; Nueva Gales del Sur, Territorio del Norte,
Queensland, Tasmania, Victoria (Guiry y Guiry, 2014). Recientemente B. braunii
se encontro en lagos crater, cenotes y estanques someros de Veracruz, Yucatan y
Michoacan (Vazquez et al., 2005; Lépez-Adrian y Barrientos-Medina, 2005;
Hernandez-Morales et al., 2008). En el area de estudio se encontré en el lago
artificial de la Hacienda de Apulco, Puebla formando un florecimiento.

5.2.- Variables ambientales

Se realizaron tres muestreos en junio del 2012, febrero del 2013, y julio del 2013,
en el sitio de colecta en el estado de Puebla, México. En la Tabla 1 se muestran
los valores de las variables ambientales medidas in situ y en el laboratorio del lago

de Apulco.
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Tabla 1. Valores de las variables ambientales medidas en el presente estudio.

Fecha 08/06/2012
Amonio (N-NH, ) mg L™ 0.103
Nitratos (N-NO3) mg L™ 0.466
Ortofosfatos (P-PO,°) mg L™ 0.223
Fecha 17/02/2013
Estacion E-1 E-2 E-3 E-4 E-5
PAR pmol fotones m2s™Superficie 870.5 826.8 809.7 765.3 211.2
PAR pmol fotones m™?s™ Interior (20cm) 376.9 326.9 322.5 306.2 128.3
Temperatura °C 16.7 16.9 16.9 17.3 17.0
pH 8.1 8.5 8.5 8.4 8.1
Oxigeno disuelto mg L™ 9.5 9.5 9.6 10.0 9.5
conductividad uS/ cm 96.5 99.0 100.1 104.1 98.8
Fecha 28/07/2013
Hora 12:10
Profundidad cm 210 120 210 50 140
Transparencia Secchi cm 24 26 22 20 30
PAR pmol fotones m™s™ Superficie 989.3 674.3 334.8 459.7 315.4
PAR pmol fotones m™s™ Interior (20cm) 1085.1 195.9 2131 390.1 178.1
Temperatura °C 22.2-25.0 22.4-25.2 22.3-24.3 25.8 22.3-255
% de saturacion de Oxigeno 57-111.2 100-108 53.3-162.2 108.8 92.5-109.6
Oxigeno disuelto mg L™ 4.9-9.4 8.8-8.9 4.9-9.6 8.8 8.0-8.8
pH 5.9-6.6 6.8-7.1 6.6-6.8 7.2 6.9-7.3
conductividad pS/ cm 0.04 0.09-0.1 0.07-0.09 0.094-0.095

5.3.-Experimento de radiaciéon luminica

En la figura 8 se muestra el crecimiento de los cultivos medido a través de su

densidad éptica a 750 nm (Fig. 16 A, B) y la concentracién de clorofila (logio pgL™)

(Fig.16: C, D)
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Fig.8. Curvas de crecimiento de Botryoccus braunii: A: Densidad o6ptica (750 nm) cultivada en baja
irradiancia (40 pmoles fotones m™2s™). B: alta irradiancia (100 pmoles fotones m?3s™). C:

concentracion de clorofila a (logyo U8 L'1) en baja irradiancia y D: concentracion de clorofila a (logqo
ug L'1) alta irradiancia durante 15 dias.

En la figura 8 se observa la fase de crecimiento exponencial (Figs. 8: A y B)
mostrando que el ajuste de la regresidn lineal es ligeramente alta y significativa lo
cual quiere decir que el tiempo explica un 53 % y 62% respectivamente el
incremento de la densidad éptica (R?>= 0.53, P=0.001 y R?=0.62, P<0.05). En la
figura 8: C y D se muestran las fases exponenciales, especificamente en baja
irradiancia con una alta significancia de la regresion (R?=0.91, P<0.05) y en la
cepa expuesta a alta irradiancia se observa una fase exponencial a los 9 dias,
seguido de una fase estacionaria con una regresion moderada contra el tiempo

(R?=0.36, P<0.05).
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Comparando la D.O. en los tratamientos de irradiancia baja y alta no se
encontraron diferencias significativas (t= -0.047, gl=33, P>0.05) .Sin embargo en
las curvas de clorofila a de irradiancia baja y alta si se encontraron diferencias
significativas (t=-2.6, gl=66, P=0.01).

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento calculada por el incremento de la densidad optica y el
porcentaje de transmision de luz de las colonias en el tiempo, se presenta en la
Fig. 9. En comparacion del experimento de radiacion baja que varié 5.0% dia™ el
experimento de luz alta tuvo 2.4% dia™. Sobre el curso de 15 dias la tasa de
crecimiento en radiacion baja fue de 17.2 +1.3,18.2+0.7,19.9+ 04,149+ 0.8
y 16.4 + 2.6 para los dias 3, 6, 9, 12 y 15 respectivamente. En radiacion baja la
tasa de crecimiento se incremento significativamente del tercer dia (17.2 + 1.3%
dia™) al noveno dia (19.9 + 0.4 % dia™) (t=22.1, gl=8, P<0.05); por el contrario en
radiacion alta (12.8 £ 0.7 a 15.2 + 1.5 % dia-") hubo diferencias significativas en la
tasa de crecimiento observadas con aumento gradual entre el tercer dia y el 15vo.
dia. (t-student: t=5.8, gl=14, P<0.05). La luz afecté de forma diferencial entre la luz
baja y alta (t-student: t=4.7, gl=28, P<0.05); sin embargo con tasas de crecimiento

mas altas en luz baja (Fig. 9).
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Figura 9. Tasa de crecimiento Botryoccus braunii (% dia™) sujeto a dos tratamientos de intensidad

de luz: A: 40 pumoles fotones m2s™ y B: 100 umoles fotones m2s™), las barritas negras muestran la
desviacién estandar.

pH

El pH (Fig. 10) en ambos experimentos se mantuvo estable entre 7-8.5 con un
ligero aumento a partir del tercer dia (7.75- 7.83) en ambos tratamientos (luz baja
y alta), y un maximo en el 9°dia (8.5) del tratamiento con radiaciéon alta, esta
medicién nos permite conocer el intervalo de pH en el que Botryoccus braunii

alcanza un mejor crecimiento.

10 ® — radiacion baja

A - radiacion alta

pH
[o4]

0] 3 6 9 12 15
Tiempo (dias)

Figura 10. Comportamientos del pH en dos tratamientos de irradiancia (baja y alta) durante 15 dias
de crecimiento.

6.-DISCUSION
Caracterizacion de la morfologia
En el mundo se han registrado 12 especies del género Botryococcus (Guiry y

Guiry, 2014) como por ejemplo: B. comperei, B. australis y B. pila; de acuerdo con
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las caracteristicas morfolégicas y ecologicas observadas en los especimenes
revisados, coinciden con la especie B. braunii, ya que por ejemplo a diferencia de
B. sudeticus que presenta un mucilago delgado incoloro (Prescott, 1982), B.
braunii presenta un mucilago grueso de color pardo principalmente, en colonias
maduras cuando acumulan grasa. El color también se debe a la respuesta de la
intensidad luminosa, ya que se incrementa la proporcidon de carotenoides
(Sakamoto et al., 2012), observaciones que coinciden con la especie de Apulco.
Por su parte Metzger y Largeau (2005) mencionan que el contenido de nitratos y el
crecimiento celular de la colonia influyen en la variacién del color. Si su color se
observa amarillo, verde claro a obscuro, indica la sintesis activa de olefinas no
ramificadas, como el botryococceno; cuando es pardo-naranja significa un estado
de reposo que conduce a la sintesis de hidrocarburos ramificados como el
alcadieno y licopodieno. Los cambios de coloracidn mencionados anteriormente
fueron observados en las colonias estudiadas de Botryococcus.

El tamano de la célula coincide con lo reportado en la bibliografia (Dillard,
1989; Parra et al.,, 1983; Prescott, 1982). La forma de pera de la célula se
diferencia de B. fernandoi con células ovoides, o en B. calcareus en forma de cufia
usualmente con muescas (John, 2002). Otro caracter que confirma la especie B.
braunii es la presencia de la tapa o copete celular, ausente en B. neglectus y B.
protuberans (John, 2002; Prescott, 1982). De igual manera fueron confirmadas las
biomoléculas caracteristicas, es decir granulos intracelulares de lipidos neutrales

en forma de huevo (Sakamoto et al. 2012).
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Se observé que la reproduccidon es por fragmentacion o por formacion de
autosporas (Prescott, 1982) generalmente de 2 células (Fanes, 2009) y menos
frecuente de 4, no se observaron autosporas de 8 células, caracteristica que
corresponde a B. comperei (Komarek y Marvan, 1992). Pueden preservarse en
fase de autosporas hasta que las condiciones ambientales sean favorables; luego
presentan su primera cuticula y por division longitudinal formando una nueva
colonia, posteriormente éstas se unen por el mucilago y dan nacimiento a un
agregado hecho de componentes coloniales (Demetrescu, 1998).

También los cambios morfolégicos suelen presentarse en respuesta a
modificaciones especificas de las condiciones del habitat, por ejemplo el estado
unicelular de desarrollo, puede indicar acumulacion de metano (Metzger y

Largeau, 2005), por lo cual es necesario conocer las variables ambientales.

Variables ambientales

Al hacer las medidas de las variables ambientales, se considero a los nitratos y al
amonio ya que son una fuente de nitrégeno, util para crecimiento celular (Zhang et
al.2011). Incluso la velocidad de crecimiento y el contenido de clorofila a decrecen
significativamente bajo deficiencia de nitrogeno (Singh y Kumar, 1992). En el caso
de los nitratos con 0.466 mg L' muestran un contenido elevado con respecto al
lago Nevado de Toluca (0.02 mg L™, Ortega et al., 1995), sin embargo se
considera una concentracion normal para este tipo de lago mesotréfico. En cuanto

a los fosfatos totales, no deberia exceder los 0.025 mgL™" dentro del lago, para
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prevenir el desarrollo de especies biologicas indeseables y controlar la
eutrofizacion acelerada (Semarnat, 2005); y como parte de este total son los
ortofosfatos (PO4) que resultd con 0.223 mgL™, el cual se encuentra dentro de
los valores del Lago de Chapala (0.16 — 0.31 mg L', Ortega et al., 1995), lo cual
muestra un contenido considerable de fosfato; en esas circunstancias B. braunii
muestra ser capaz de almacenar un excedente de fosforo, cualidad que le permite
un alto crecimiento en medio libre de fosforo. El fosfato no es un nutriente
limitante, sin embargo el estrés nutricional con la limitacion de varios nutrientes
incluyendo nitrégeno, fésforo y acumulaciéon de autotoxinas pueden llevar a los
cultivos a una alta acumulacion de grasas, tal como lipidos polares vy trigliceridos
(Singh y Kumar, 1992) como resultado de la continua fijacion de carbono
(Casadevall et al. 1985). A esta alga se le ha visto crecer desde aguas oligo-
mesotroficas hasta sistemas hipertréficos (Ramirez, 2005; Rao et al.,, 2010);
Ramirez, 2005); pero, debido a que se observan elevadas concentraciones de
nutrientes durante los florecimientos de esta especie, sugiere que el estado tréfico
de las aguas puede indicar una susceptibilidad a la formacién de florecimientos
(Donne et al., 2008).

La profundidad del lago estuvo entre 145 y 210 cm, lo cual coincide con la
relacion que hace Donne et al, (2008) de Botryococcus braunii con profundidades

medias de 2 a 5 metros
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En relacion al pH, B. braunii, se comporta como una especie eurioica, ya que se
midieron valores maximos de 8.53 (8.11 minimo) en febrero, y valores acidos de
5.9 en julio (7.35 maximo) (Rao et al., 2010).

Aunque en el lago estudiado la conductividad fue baja, durante florecimientos de
esta especie en embalses se observaron valores mayores (de entre 2000 y 2700
uS cm™) de conductividad eléctrica, (Donne et al, 2008), valores que indican
aguas con un mayor contenido mineral, (Ramirez, 2005).

Cultivo y crecimiento

La técnica aplicada en el presente trabajo para el cultivo y crecimiento de
Botryococcus es un aporte importante en este campo. Anteriormente, Casadevall
et al. (1985) mencionan que la produccion de hidrocarburos es constante y se
almacenan como liquido en el exterior de la pared, acumulandose normalmente
fuera de la célula, en el espacio intercelular de la colonia. Los hidrocarburos
pueden ser degradados lentamente por las bacterias asociadas a las cepas, lo
cual complica su eliminacion y la purificacidén aséptica.

Las cepas iniciales en volumenes de 250 ml o menos se aislaron bajo luz y
temperatura controladas, sin aereacion; posteriormente se emplearon volumenes
de 250 mL a 4 L con temperatura e irradiancia mas elevada y con aporte de aire;
este modelo tiene la ventaja de funcionar como un fotobioreactor donde existe una
mezcla vertical muy adecuada para la nutricion de las colonias. Por su alta
eficiencia de luz, nutriciéon y fuente de carbono, en este trabajo se optd por

emplear pequefios fotobioreactores de menos de 1 L, ya que proporcionan
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excelentes condiciones de cultivo para el crecimiento celular (Casadevall et al.,
1985; Zhang et al. 2011). Este estudio inicial servira de base para futuros estudios

en donde se pretenda realizar cultivos a mayor escala (Fig. 11).

Cultivos a gran
escala

Cultivos a escala
intermedia

/_\}1. (7 a 14 dias) {7 a 14 dias)

(250 ml) (250 ml a 4L) (4L a 20L)

Cepas Inéculos

{(>501)

>4 <12°C —— >18<22°C «—-——|

Figura 11. Etapas en la produccion de algas (FAO, 2006).

Se programé un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
siguiendo el ciclo de luz de las condiciones naturales del alga y la existencia del
ritmo circadiano (Donne et al., 2008). Las células tienen actividad fisiologica en la
obscuridad, mantenida por el consumo de moléculas almacenadas, como
azucares y granulos de lipidos intracelulares (Sakamoto et al., 2012).

En otros trabajos se presentan graficas de cultivo que van de los 11,13, 19 (Zhang
et al. 2011), 20 (Sakamoto et al., 2012), 21(Casadevall et al., 1985), y 31 dias
(Singh y Kumar, 1992). Es probable que las curvas no se presenten mas alla de
este tiempo debido a la presencia de contaminantes. Las graficas presentadas a
40 umol fotones m’s”, nos permiten ver un periodo de latencia de 0 al 7 dias y una
fase exponencial entre 7 y 12 dias, tal como lo reportan en la bibliografia (FAO,

2006), cultivo que crece rapidamente durante un periodo de 7 a 14 dias. No hubo
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diferencias significativas entre luz baja y alta en la D.O. lo cual significa que el
cultivo tuvo un crecimiento similar. EI aumento de colonias siguio su curso, pero no
todas del mismo tamano y la misma cantidad de clorofila, cuestion que repercute
en la grafica de la concentraciéon de clorofila a 100 pmol fotones m’s™.En el dia 12
cambia la pendiente de la curva lo cual coincide con el trabajo de Sakamoto et al.
(2012), donde al buscar optimizar las condiciones de luz encuentra que con el
incremento en la intensidad de luz disminuye su crecimiento, lo cual hace pensar
que el fotosistema se satura a los 100 umol fotones m’s” y se confirma con la
grafica de la concentracion de clorofila (Fig. 8 D) que decrece al dia 9,
probablemente debido a la aclimatacién celular con el fin de evitar dafo por
exceso de energia luminosa. B. braunii se vale de un incremento en la proporcion
de carotenoides/clorofila, los cultivos se pusieron de color amarillo en esta etapa.
La tasa de crecimiento (Fig. 9) en luz baja y alta presenta diferencias significativas.
Aunque parece que en luz alta el crecimiento se incrementa paulatinamente, el
crecimiento es mayor en luz baja, cuestion que coincide con la grafica de
concentracion de clorofila (8 C) y también se observa un decremento y

estabilizacidn de la concentracion de clorofila con luz alta.
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7. CONCLUSIONES

Al determinar las caracteristicas morfolégicas del género Botryococcus presente
en un lago somero artificial del estado Puebla se concluye que pertenece a la
especie Botryococcus braunii.

Se conocen las variables ambientales del sitio de colecta por registro en campo.
Fue posible aislar un cultivo unialgal de Botryococcus braunii a nivel de cepa.

La cepa mexicana de B. braunii tuvo un crecimiento exponencial en todos los
tratamientos.

El mejor tratamiento fue con radiacién baja ya que se observa un aumento en la
tasa de crecimiento y de la concentraciéon de clorofila, aspecto importante en su
cultivo a gran escala.

7.1.-Perspectivas

Es necesario realizar el estudio bioquimico de los hidrocarburos de esta cepa
mexicana que aunado a la caracterizacion estructural de B. braunii ayudara en la
determinacion de su raza quimica. Purificar asépticamente para indagar sobre el
tipo y contenido de lipidos e hidrocarburos. Acortar o prolongar fases de
crecimiento para controlar la densidad celular. Aplicar la técnica de aireacion con
aire enriquecido en CO,. Proponer el cultivo de B. braunii en aguas residuales ya
que el crecimiento celular es promovido por contenido de algunas sustancias
organicas por ejemplo recursos organicos de carbén tal como glucosa, maltosa,

sacarosa lactosa, glicerol y almidoén.
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