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Resumen

Varias especies del género Chlamydomonas se han consolidado como un grupo modelo
debido a que han ayudado a estudiar procesos basicos de las microalgas como motilidad,
fotosintesis, respuestas a estimulos, reconocimiento célula-célula, entre otros. No
obstante, este aspecto de su conocimiento contrasta con lo estudiado respecto a su
dinamica poblacional y los estudios sobre su presencia o ausencia en ambientes
determinados. Puesto que la Cantera Oriente presenta condiciones ambientales
complejas, se estudiaron dos cuerpos de agua (vaso regulador y lago principal) con la
finalidad de conocer la diversidad de especies presentes del género, a partir de cultivos
unialgales, se identificaron y describieron cinco especies; una de ellas es un nuevo
registro para México. Se obtuvieron curvas de crecimiento como un primer acercamiento
al conocimiento de la dinamica poblacional que presentan las especies. La especie
Chlamydomonas grovei obtuvo una tasa de crecimiento por encima de las demas
especies (0.038 cels/dia), por lo que se someti6é a diferentes condiciones de cultivo para
evaluar las fluctuaciones en el crecimiento mediante curvas de crecimiento y se calcularon
también las tasas de crecimiento para cada tratamiento utilizado. Asi, se determind que
las condiciones de cultivo ideales para la especie son: adicionar mas nitrégeno,

iluminacién tenue y pH basico.



Introduccion

La Cantera Oriente forma parte de la cuenca hidroldgica del Valle de México y
corresponde a la Zona de Amortiguamiento A3 de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de
San Angel (REPSA). Dentro de las unidades ambientales que caracterizan la Cantera
Oriente, sobresalen los cuerpos de agua que conforman el paisaje lacustre constituyendo

un «oasis» inédito como paisaje de la Ciudad de México (Lot, 2007).

Los lagos de la Cantera Oriente presentan condiciones complejas en cuanto a las
influencias externas relacionadas con el origen del agua, la mezcla con el vaso regulador
de la zona deportiva y las filtraciones (Lot, 2007), por lo que las condiciones acuaticas son
poco frecuentes, razon por la cual el estudio de las microalgas presentes cobra una

relevancia significativa respecto a la relacién y riqueza floristica del Valle de México.

Las microalgas fitoplancténicas son un grupo heterogéneo de organismos fotosintéticos,
que entre sus propiedades ecoldgicas se destaca la de ser los eslabones primarios en la
mayor parte de las redes tréficas (Lee, 1980). Dentro del grupo de las microalgas, el
género Chlamydomonas se ha consolidado como un grupo modelo para el estudio de
distintos procesos biolégicos por su facil cultivo y por la posibilidad de desarrollarse tanto
autotrofica como heterotréficamente; también, en Chlamydomonas reinhardtii el
cromosoma de su cloroplasto esta completamente secuenciado. Desde el punto de vista
biotecnoldgico, el uso de cultivos de Chlamydomonas cobra importancia en produccion de

glicerol y proteinas recombinantes.

Las células de Chlamydomonas tienen forma ovoide, elipsoidal o esférica, con un tamafo
comprendido entre los 9 y 12 ym de longitud y entre 4 y 8 ym de diametro. La estructura

celular es claramente polar, con dos flagelos situados en el polo anterior de la célula y un



unico cloroplasto en forma de copa que ocupa la mayor parte del espacio intracelular que
contiene uno o mas pirenoides. El cloroplasto suele rodear al nucleo que esta situado en

el centro y tiene un nucléolo prominente (Garcia y Rosell, 1998).

Taxonomia

Desde el punto de vista taxondmico se clasifican como se detalla a continuacion:

Divisién: Chlorophyta

Clase: Chlorophyceae

Orden: Chlamydomonadales

Familia: Chlamydomonadaceae

Género: Chlamydomonas

Muchas especies han sido identificadas con base en observaciones morfologicas,
incluyendo tamafio y forma de la célula, forma y posicién del cloroplasto y pirenoides,
longitud del flagelo, forma de la papila, numero de vacuolas contractiles y otras
caracteristicas visibles (Butcher, 1959; Dangeard, 1965; Cann y Pennick, 1982; Ettl, 1976,
1983; Hirayama et al., 2001). Sin embargo, la identificacion de morfoespecies de
Chlamydomonas en el sentido tradicional posee dificultades en el presente, por lo que el
interés que se tiene en su identificacion es notable, ya que su presencia y caracteristicas

definen cualitativamente el medio en que viven.

En particular, el género Chlamydomonas es bastante extenso y contiene alrededor de 800
especies identificadas bajo los criterios mencionados anteriormente, sin embargo, de
acuerdo a andlisis filogenéticos, las especies de Chlamydomonas forman ocho linajes

monofiléticos dentro de la clase Chlorophyceae. Resultados interesantes incluyen el



hecho de que hay cepas pertenecientes a otros géneros estan en el mismo linaje de

algunos clusters de las especies del género Chlamydomonas (Prdschold et al., 2001).

Aunado a lo anterior, las condiciones ambientales en que se desarrollen las especies
desencadenaran procesos fisiologicos caracteristicos de especies en condiciones
ambientales. Por ello, los cultivos de algas se han utilizado para dilucidar diversos
aspectos sobre la biologia de las microalgas, particularmente en lo referente a la

variabilidad morfoldgica, plasticidad fisiolégica y atributos bioquimicos (Stein, 1979).

Considerando que los lagos de la Cantera Oriente son artificiales, sus condiciones
fluctian a lo largo del afo y por tanto la presencia y abundancia de las especies. En
particular, el género Chlamydomonas abunda significativamente en época de primavera y
principios de verano (observacion personal no publicada), sin embargo, se desconocen

los factores que determinan su crecimiento y reproduccion en estos ambientes.

Requerimientos de cultivo

En una poblacién de microalgas el crecimiento esta condicionado por muchos factores,
entre los principales estan la division de las celular y también a la actividad fotosintética.
La tasa de crecimiento esta determinada por varios factores externos, principalmente:
temperatura, iluminacion, fuente de carbono y elementos minerales. Para la temperatura,
asi como para la iluminacién existen valores 6ptimos en el crecimiento de los cultivos, los
cuales dependen de la especie. Las concentraciones de CO; y de Oz, son también
factores condicionales en el crecimiento debido a que son dependientes de la tasa de

fotosintesis (Alfonsel y Fernandez, 1985).

Si bien, el balance de los nutrientes es un factor que influye directamente sobre la
dinamica poblacional de las microalgas, el fosforo es a menudo citado como el nutriente

limitante en el control del fitoplancton en los lagos; no obstante, esta conclusion deriva
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mayormente de estudios realizados en regiones templadas de América del Norte y Europa
(Elser et al., 1990). A pesar de ello, se ha mantenido la idea simplista de que el

crecimiento algal quedara limitado por el fésforo en la mayoria de los lagos.

En realidad, segun algunos estudios en la region tropical los crecimientos algales estan
mas frecuentemente limitados por el nitrdgeno que por el fosforo (Vincent et al., 1984),
estas suposiciones se basan en que el nitrégeno es un gas soluble en agua y existen
organismos como cianobacterias y otras bacterias que lo pueden fijar e incorporarlo en el
medio; contrariamente, el fésforo forma compuestos insolubles y se establece un
equilibrio con los sedimentos o con la roca y no con la atmdsfera, por lo tanto su
disponibilidad para los organismos se veria limitada (Margalef, 1983), pero cuando el
balance de los principales nutrientes es cuidadosamente manipulado en un ambiente
confinado pueden verificarse los efectos de la eutrofizacion artificial en todos los niveles
tréficos. Los resultados obtenidos daran una vision sobre el papel que cada nutriente
desempena sobre los organismos presentes en el ambiente manipulado (Henry y Tundisi,

1982).

Por otra parte, la intensidad de luz es uno de los factores mas importantes para la tasa
fotosintética de las microalgas. Los sistemas de cultivos de microalgas pueden ser
iluminados por luz artificial, luz solar o ambas. La tasa especifica de crecimiento de las
microalgas depende de la intensidad de la luz, de esta manera, el crecimiento de las
microalgas se incrementa conforme la intensidad de luz aumenta. Cuando la tasa de
crecimiento llega a su punto maximo, ésta disminuye con el incremento de la intensidad
luminica debido a la fotoinhibicion (Bohne y Linden, 2002). Este patrén de crecimiento en
relacion con la intensidad de luz se ha observado en la mayoria de las especies de
microalgas (Fabregas et al., 1998); sin embargo, la intensidad y régimen de iluminacién es

propio de cada especie de microalgas. En relacion con esto, las actividades bioldgicas del



conjunto de organismos dentro de un cuerpo de agua influyen en su quimica, como es el
caso del pH que resulta alterado por la fotosintesis, la respiracion y la asimilacion de

nitrégeno (Lampert y Sommer, 1997).

Recuento celular

El crecimiento de un cultivo de microalgas se expresa como el incremento de biomasa ya
sea en forma de numero de células (cels/mL), en peso seco (total y organico), cantidad de
proteina, de pigmentos, medidos directamente o en unidades arbitrarias de fluorescencia,
volumen de células o carbono celular total, calculado para un periodo de tiempo o una
fase de crecimiento especifica (Arredondo, et al., 1997). Este incremento puede ser
estimado por diferentes métodos, entre los cuales los mas utilizados son el recuento
celular a través del microscopio o mediante contadores de particulas, la determinacion de
los cambios de densidad optica del cultivo por espectrofotometria o finalmente la
cuantificaciéon de la biomasa en peso seco total u organico, esto dependera de los

objetivos y necesidades de la investigacion.

Para realizar el recuento celular se han disefiado diferentes camaras que contienen un
volumen determinado de muestra entre una lamina y una laminilla rigida (cubreobjetos
especial). La que se usa con mayor frecuencia para cultivos de microalgas es el
hematocitometro de 0.1 mm de profundidad graduada con reglilla Neubauer. Del mismo
modo, la concentracién celular puede ser estimada indirectamente usando la densidad
Optica del cultivo, que es una técnica menos precisa del recuento directo, pero permite

una evaluacion rapida de la concentracion microalgal (Arredondo y Voltolina, 2007).



Curva y tasa de crecimiento

En general, las condiciones ambientales cambian con la edad del cultivo, por lo cual
también se modifica la velocidad de crecimiento poblacional; esto permite conocer
diferentes fases de crecimiento que sirven para describir la dinamica de la concentracién
celular o de biomasa, para lo cual se utiliza el parametro poblacional definido como tasa
de crecimiento (r), la cual es una tasa de cambio de biomasa debido a procesos
anabdlicos (fotosintesis) y procesos catabdlicos (respiracion) (Macintyre y Cullen, 2005).

La representacion de las fases de crecimiento se ilustran en la figura 1.

InX

Tiempo

Fig. 1. Curva de crecimiento tipica, en la cual se muestran las diferentes fases de crecimiento: 1 fase lag; 2

fase exponencial; 3 fase estacionaria y 4 fase de muerte. Modificada de Arredondo y Voltolina, 2007.

El tipo de cultivo mas usual en un trabajo experimental es uno en el cual un volumen
limitado de medio conteniendo los nutrientes organicos e inorganicos necesarios es
inoculado con cierto nimero de células y después es expuesto a condiciones adecuadas

de luz, temperatura y aireacion.



Antecedentes

Respecto a la composicion algal estudiada en la Cantera Oriente y que hace referencia al
género Chlamydomonas solo se han reportado cuatro formas distintas (Novelo et al.,
2009) sin hacer ninguna otra descripcion, por lo que este trabajo representa una primera
aproximacion hacia este género, ya que su estudio y presencia podria contribuir a
entender la biologia de estos organismos. Sin embargo, para los canales de Xochimilco,
Figueroa-Torres et al., (2015) registraron tres especies de Chlamydomonas. Ambos sitios,
como ecosistemas acuaticos, son de gran interés en la ecologia, no solo por la diversidad
biolégica que albergan sino porque el conocimiento de la ficoflora permite identificar
cambios en la calidad del agua. Aunado a lo anterior, la calidad del agua de la Cantera
Oriente se mantiene dentro de los limites de la mesotrofia (Novelo et al., 2007), mientras
que el agua que reciben los lagos de la zona de Xochimilco provienen principalmente de
plantas de tratamiento y contiene una gran cantidad de nutrimentos (Juarez-Figueroa, et

al. 2003).

Justificaciéon

Dada la complejidad de los cuerpos de agua que se encuentran en la Cantera Oriente,
realizar investigaciones sobre la ficoflora presente, entre ellas las enfocadas en el género
Chlamydomonas, el cual se ha consolidado como un grupo modelo dentro de las
microalgas para el estudio de diferentes aspectos biolégicos (Harris, 2001) ya que su
estudio y presencia podria ayudar a explicar mucho de la biologia de estos organismos;
sin embargo, el desarrollo del conocimiento de la biologia de Chlamydomonas contrasta
con el desconocimiento de otros aspectos como su dinamica poblacional y los factores

ambientales que determinan su presencia o ausencia en un ambiente dado. Por esta



razon su estudio y conocimiento cobra una importancia mayor en el estudio de la flora

algal de los lagos de la Cantera.

Objetivos

e Describir e identificar las especies de Chlamydomonas presentes en dos cuerpos
de agua de la Cantera Oriente mediante fotografias obtenidas a partir de material
preservado y de cultivo.

e Someter a una de las especies formadoras de florecimientos a diferentes
condiciones de cultivo (nitrato en el medio, pH e iluminacion) con el fin de evaluar
las fluctuaciones en el florecimiento.

e Encontrar las condiciones de cultivo 6ptimas para la especie Chlamydomonas

grovei y que se tome como modelo para futuros cultivos.

Area de estudio

Ubicada al sur de la Ciudad de México, la Cantera Oriente corresponde a la Zona de
Amortiguamiento A3 de la Reserva ecologica del Pedregal de San angel de Ciudad
Universitaria (REPSA), caracterizada por su ubicacion discontinua y externa al resto del
campus de Ciudad Universitaria. Este sitio es resultado de la erupcion del volcan Xitle y
sus derrames de lava forman parte de un complejo que se extiende por 80 km: desde
Cuicuilco, Copilco y Chimalistac (Lot, 2007). Cuenta con un ambiente lacustre muy distinto
al matorral xerdfilo de la mayor parte de la reserva, por lo que la diversidad de organismos

que ahi se refugian es caracteristica.



Actualmente el area de la Cantera exhibe una depresién de 30 m de profundidad y una
superficie de 0.075 km?, como resultado de un proceso de restauracion ecoldgica, tras la
extraccidn de roca basaltica con fines de pavimentacion, se pueden distinguir 4
principales unidades ambientales: paisaje lacustre y de humedales que son resultado del
proceso de filtracion del subsuelo e influencias externas; paisajes de jardines y paisajes

construidos (Lot, 2007).

En lo que se refiere al paisaje lacustre y de humedales, los cuerpos de agua se ubican en
las porciones mas bajas de la reserva, principalmente hacia el sur y la porcion este,
debido a las caracteristicas topograficas del terreno. Existen 5 cuerpos de agua que
suman una superficie total de 11, 906.45 m? que representa el 14.36 % del area total de la
reserva (Ortiz et al.,, 2007). Con una ubicacion geografica en los 19°19'03.8" N y

99°10'23.4" O.

Métodos

Sitios de colecta
Se colectd en dos lagos de la Cantera Oriente: el vaso regulador y el lago principal. El
vaso regulador (19°19°00.01” N, 99°10°21.03” O) y el lago principal (19°19'02.78” N,
99°10°22.00” O) estan divididos por bordos construidos, ambos estan formados por el
manto freatico y las filtraciones, el vaso regulador recibe directamente agua de la zona

deportiva que pasa por una planta de tratamiento primaria (figura 2).



:Google Earth

Fig. 2. Sitios de recoleccion en la Cantera Oriente (LP: lago principal; VR: vaso regulador).

Google Earth, 2018

Recoleccién en campo
En marzo de 2016 se colectaron muestras de 20 mL (10 L concentrados en 250 mL y se

tomaron alicuotas de 20 mL) en ambos sitios con una red de fitoplancton de una apertura
de malla 10 ym. En cada punto de muestreo se realizaron mediciones de factores
fisicoquimicos con equipo de campo, se midieron valores de pH, conductividad y
temperatura (Conductronic PC-18) asi como cantidad de oxigeno disuelto (Conductronic

Ox-25
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Trabajo de laboratorio

Identificacion de especies
Se analizaron las muestras obtenidas con la finalidad de aislar células de
Chlamydomonas en tubos de 10 mL con medio Bold Basal de concentracién 1N con un
pH de 6.8. Cuando se observé una concentracion considerable se separaron aquellas
células que no se identificaran como especies de Chlamydomonas, esto para obtener
cultivos unialgales. Cada forma se cultivd por separado para su identificacion de acuerdo

con Ettl (1983), Dillard (1989), Huber-Pestalozzi (1961) y John et al., (2002).

A partir de estos cultivos, se realizaron preparaciones frescas que fueron observadas al
microscopio (Nikon Eclipse E200), la identificacion de las diferentes especies de
Chlamydomonas se llevdé a cabo mediante la observacién de caracteres como forma y

tamano para obtener una aproximacion de la diversidad de algas presente.

Crecimiento poblacional

A partir de los cultivos unialgales obtenidos se aislaron 10 células de cada uno para medir
el crecimiento poblacional con un hemocitémetro (Neubauer mejorado) (Guillard y

Sieracki, 2005).

Después de conocer la dinamica poblacional, se aislé una alicuota del cultivo que
presenté mayor crecimiento a través del tiempo en medio Bold Basal de concentracién 3N
(el nutriente principal es nitrato de sodio (NaNOs)) y medio BG11, (medio BG11 sin
adicion de NaNOs) en el momento en que los cultivos madre se encontraron en la fase
estacionaria para conocer los cambios fisiologicos ocasionados por el cambio de
concentracién de nitrégeno en el medio. La concentracion molar final de nitrégeno a la

cual estuvieron sometidas las células fue de 8.82x102 M.

11



Asimismo, se aislé 1 mL de cultivo en medio Bold Basal con pH 7.5y 8.5, de cada uno se
evalud un cultivo control y 5 réplicas; también los cultivos fueron sometidos a diferentes
intensidades de luz en diferentes camaras de crecimiento (31.2 ymol (max)/13.7 umol
(min) y 16.2 ymol (max)/13.7 ymol (min)). En los tres casos se utiliz6 el espectrofotdmetro
(Hach DR 1900) para medir semanalmente la concentracién de los cultivos. En el caso de
los cultivos control para el tratamiento en pH 7.5 se mantuvo con una soluciéon de HCI

(1N) y para el pH 8.5 se mantuvo equilibrado con una solucion de NaOH (1N).

En total se trabajaron 27 cultivos para realizar todos los ensayos.

Con los datos obtenidos del numero de células a partir de la densidad 6ptica y conteo en
camara Neubauer se determiné la tasa de crecimiento (r), de acuerdo con la ecuacion

presentada por Guillard (1973).
dN/dt=Rn

Al despejar la ecuacion se obtiene:

= In (NUNO)

At

Donde NO= es el tamano de la poblacion al inicio del intervalo; Nt= tamafio de la poblacién al final

del intervalo; r=tasa intrinseca de crecimiento; At= tiempo transcurrido.
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También con la finalidad de relacionar las condiciones evaluadas, se realizaron graficas
comparativas de algunas de ellas y asi reconocer cual o cudles de ellas tienen mas
influencia sobre esta especie. Es preciso destacar que las graficas fueron estandarizadas

respecto a los dias de tratamiento para poder realizar dicho comparativo.

Para comprender las relaciones que existen entre las variables se realizé una grafica de

radar con Microsoft Excel utilizando los valores maximos y minimos de cada variable.

Resultados

Caracterizacion ambiental
En el momento del muestreo, ambos cuerpos de agua presentaron tendencia hacia la
alcalinidad, la conductividad fue ligeramente mas elevada en el vaso regulador, y respecto
a la temperatura y al oxigeno disuelto no hubo diferencias significativas. Los factores

fisicoquimicos se encuentran detallados en el cuadro 1.

Cuadro 1. Factores fisicoquimicos de los lagos donde se colectaron las muestras.

Variables Vaso regulador Lago Principal
pH 8.5 10.5
Conductividad (Kas) 431 pS/cm™’ 397 uS/cm-’
Temperatura. 19.2 °C 21.2°C
Oxigeno disuelto 29.5 mg/L 29.2 mg/L
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Caracterizacion taxonomica

Se identificaron 5 morfoespecies de Chlamydomonas, las que se describen a

continuacion:

Chlamydomonas monadina Stein 1878

100x

Célula esférica de 9.87 um de diametro, posee una papila pequefa y un cloroplasto en
forma de copa. El pirenoide es mediano en forma de anillo.

Distribucion: esta especie se distribuye en Groenlandia y Europa

Chlamydomonas grovei West 1916

100x

Célula esférica de 3.2 um de diametro, la papila no es visible y el cloroplasto tiene forma
de copa.

Distribucion: especie planctonica en lagos, registrada en Argentina.

Chlamydomonas globosa Snow 1902

100x

Célula esférica de 4.7 um de diametro, la papila es pequefa igual que el pirenoide basal.
El cloroplasto es en forma de copa.

Distribucion: especie que se distribuye ampliamente en México, Argentina y Estados
Unidos en ambientes Iénticos y I6ticos, asi como terrestres bajo diferentes formas de vida:

planctonica, edéfica y perifitica.
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Chlamydomonas snowiae Printz 1914

100x

Célula cilindrica de 5 um de ancho y 10 um de largo, ligeramente en forma de pera; la
papila es conica y el cloroplasto en forma de copa. El pirenoide basal es grande.
Distribucion: registrada en Estados Unidos, Polonia y México. Presente en ambientes
terrestres, Iénticos y I6ticos; formas de vida planctonica, endozoica (puesta de rana),

edafica y perifitica.

Chlamydomonas conversa Korshikov 1927

Nuevo registro para México.

100x

Célula elipsoidal a cilindrica de 8.4 um de ancho y 14.4 um de largo, la papila es
prominente y el cloroplasto parietal. Los extremos estan divididos longitudinalmente y

posee un pirenoide basal.
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Fig. 3. Especies identificadas en los lagos de las Cantera Oriente. 1. C. monadina. 2. C. grovei. 3. C.

globosa. 4. C. snowiae. 5. C. conversa. Marca= 2 ym

Crecimiento poblacional

Las siguientes curvas representan el primer acercamiento al conocimiento de la dinamica
poblacional de estas especies de Chlamydomonas, a partir de estas se comenzaron los
ensayos bajo diferentes condiciones de cultivo. Dado que C. grovei present6 la tasa de
crecimiento mas alta a través del tiempo, fue esta especie la que se consideré para

realizar dichos ensayos.

La especie C. snowiae fue observada en solo una ocasiéon en las muestras colectadas,

razon por la cual no se mantuvo en cultivos; se logré identificar puesto que tuvieron todos
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los criterios necesarios para hacerlo. Los cultivos de C. conversa no se mantuvieron

axénicos, por lo que no hay curvas de crecimiento para estas especies.

Estas curvas se obtuvieron a partir de conteos en hemocitometro de tres especies de
Chlamydomonas cultivadas en medio Bold Basal 1N. Cabe destacar que para las tres
especies el inéculo inicial en cels/mL fue de 200 y el tiempo total del tratamiento fue de 48

dias.

Chlamydomonas globosa

2000 “-‘——T
1500

Dia

Fig. 4. Curva de crecimiento de la especie Chlamydomonas globosa

La curva de la figura 4 muestra que entre el dia 8 y 11 se duplicé la poblacion de la
especie, el punto maximo de la fase exponencial se alcanzé en el dia 27, la fase
estacionaria tuvo una duracién de 13 dias y comenz¢ la fase de declinacién. El valor de r

para esta poblacién fue de 0.0369 cels/dia.
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Chlamydomonas grovei
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Fig. 5. Curva de crecimiento obtenida de la especie Chlamydomonas grovei

En la curva de

que duplico su poblacién entre los dias 11 y 16; en el dia 27 alcanzé el punto maximo de
la fase exponencial. La fase exponencial duré 16 dias hasta que comenzé a decrecer la

poblacion. Esta especie tuvo el mayor crecimiento en el tiempo al obtener un valor de r de

0.038 cels/dia.

crecimiento de la especie Chlamydomonas grovei (figura 5), se muestra

Chlamydomonas monadina

Dia

Fig. 6. Curva de crecimiento de la especie Chlamydomonas monadina
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La especie Chlamydomonas monadina (figura 6) duplicd su poblacion entre los dias 8 y
11 a partir del inéculo inicial, el punto maximo de la fase exponencial se alcanzé en el dia
27 e inmediatamente después de este punto la poblacion comenzd a decrecer. El valor de

la tasa de crecimiento fue de 0.037 cels/dia.

Seleccion de la especie modelo con mayor crecimiento

Las siguientes curvas corresponden a las pruebas realizadas con la especie
Chlamydomonas grovei. En primer lugar, lo referente a lo obtenido con los tratamientos en

medio con triple nitrégeno y sin nitrégeno:

0.3

0.25
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Fig. 7. Curvas de crecimiento obtenidas a partir de la densidad celular en los tratamientos con triple nitrégeno

y sin nitrégeno.

En la figura 7, se observo que para el tratamiento con medio 3N (triple nitrégeno) la fase
exponencial de la especie C. grovei comenzo al dia dos del tratamiento con una duracién

de 54 dias, la fase estacionaria se mantiene por 38 dias. En los 94 dias que duro el
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tratamiento no se registro la fase de muerte. El valor de la tasa de crecimiento fue de
0.133 cels/dia. Respecto al tratamiento sin nitrogeno, la especie en el dia dos del
tratamiento presentd un decaimiento en la poblacidon que se recuperé drasticamente en la
fase exponencial, la cual duré 64 dias y comenzé la fase de muerte. La tasa de

crecimiento tuvo un valor de 0.085 cels/dia.

En la figura 8, se muestran los resultados obtenidos tras el sometimiento de la especie C.
grovei a pH 7.5; el pH al final del tratamiento fue de 7.56 y respecto al pH final de las

réplicas fueron 7.85, 7.93, 7.95, 7.83 y 8.2 respectivamente.

0.045
0.04
0.035 \.\
ps < Control
E 0025 — AN\ ~8—Réplica 1
» — ~ T
0.015 =>¢=Réplica 3
0.01 N = O == Réplica 4
0.005 ~ \y/ X
) : N = . =0—Réplica 5
0 r T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Dia

Fig. 8. Curvas de crecimiento obtenidas del cultivo control y las réplicas de la especie C. grovei sometida a pH

7.5. El tratamiento tuvo una duracion de 64 dias.

La muestra control no presentd un patron de crecimiento claro, lo mas evidente es el
decaimiento de la poblacion en el dia 29 que dur6 8 dias, posterior a esto retoma un
crecimiento exponencial claramente diferenciable (valor de r=0.014 cels/dia). En cambio,
la réplica 1 presentd siempre un crecimiento exponencial hasta el dia 52 del tratamiento

donde comenzé el decaimiento de la poblacion.
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La réplica 2 también presentd una dinamica poblacional difusa hasta el dia 43, donde
hubo un decaimiento drastico y 9 dias después se recuperd la poblacién. En las réplicas
3, 4 y 5 no se detectaron fases de crecimiento claramente definidas, sin embargo, de
acuerdo con los valores de las tasas de crecimiento calculadas, la muestra 5 es la
poblacion mas estable (r=0.224 cels/dia) puesto que no presentd decaimientos en la

poblacion durante todo el tratamiento.

En la figura 9 se muestran los resultados del tratamiento con pH 8.5; el pH final fue de
8.53, mientras que para las réplicas fue de 8.61, 8.68, 8.43, 8.52 y 8.73, en el orden

respectivo.

0.06

a

4— Control

=—Réplica 1

== Réplica 2

== Réplica 3

==Réplica 4

=0—Réplica 5

Fig. 9. Curvas de crecimiento obtenidas para el tratamiento en pH 8.5 para la especie C. grovei. La duracioén

del tratamiento fue de 56 dias.

El cultivo control alcanzé el punto maximo de la fase exponencial en el dia 6 la cual se
presento desde el dia que el cultivo fue inoculado. 19 dias después la poblacién decae,
pero retoma su crecimiento durante 13 dias. El valor de la tasa de crecimiento para este

cultivo fue de 0.200 cels/dia.
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La réplica 1, en el arranque del cultivo, tuvo un comportamiento similar al cultivo control, la
mayor densidad de la fase exponencial se alcanzé en el dia 6; sin embargo, 21 dias
después presentd un pico en el crecimiento seguido de un decaimiento. Posteriormente,
se detectd una fase estacionaria. El valor de r fue de 0.239 cels/dia. La dinamica
poblacional de la réplica 2 fue muy clara puesto que siempre presenté un crecimiento

ascendente, sin decaimientos drasticos hasta el dia 49 del cultivo (r=0.168 cels/dia).

Aunque la réplica 3 también se comporté de manera variable, se puede observar cémo en
el dia 31 alcanzd el valor mas alto, lo que marcé el final de la fase exponencial y
posteriormente su comportamiento fue estable. Para este caso el valor de la tasa de
crecimiento fue de 0.160 cels/dia. La réplica 4 se mantuvo siempre con valores por debajo
de los demas tratamientos, después del dia 6 se detectd un decaimiento; sin embargo, a
partir del dia 25 la poblacion se mantuvo estable con un valor de r de 0.145 cels/dia.
Finalmente, la réplica 5 presenté la tasa de crecimiento mas alta (r=0.369 cels/dia), y
pesar de haber tenido dos decaimientos drasticos (dia 13 y 27) a través del tiempo,

presentd un repunte en la poblacién a partir del dia 31, posterior al decaimiento del dia 27.

22



Cultivos con diferentes intensidades de luz

Sobre los ensayos bajo diferentes niveles de iluminacion, de acuerdo con las condiciones
del laboratorio se eligieron dos rangos de iluminacion (maximo y minimo) y tres réplicas

del cultivo elegido, los resultados son los siguientes (figura 10):

0.14

0.12

=—9—Réplica 1

cels/ml

=fl—Réplica 2

0.04 Réplica 3

Dia

Fig. 10. Curvas de crecimiento de las réplicas del cultivo de C. grovei en un rango de iluminacién de 31.2
pmol (max)/13.7 ymol (min) (maxima/ iluminacioén1).
Se observé que a pesar de que las tres muestras estuvieron sometidas a las mismas
condiciones de iluminacion, la muestra 3 presentd un crecimiento favorable (r=0.276
cels/dia) respecto a las muestras 1 y 2 (r=0.049 cels/dia y 0.067 cels/dia,
respectivamente). La fase exponencial, para la réplica 3, se registré al dia 2 de ser
inoculado el cultivo, la fase estacionaria se mantuvo por 17 dias y se evidencia un
aumento en la poblacién el cual permanecio durante los 50 dias de tratamiento. Respecto
a las muestras 1y 2, en el dia 6 alcanzaron el punto maximo de la fase exponencial y se

mantienen en fase estacionaria hasta el final del tratamiento.
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Luego, las curvas obtenidas tras la evaluacién de la especie en el segundo rango de

iluminacion:
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0.03 = r o
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Fig. 11. Curvas de crecimiento de las réplicas del cultivo de C. grovei en un rango de iluminacién de 16.2
pgmol (max)/13.7 pymol (min) (minima/ iluminacién2).
A diferencia del tratamiento anterior, en la figura 11 se observa que todas las muestras
presentaron patrones de comportamiento poblacional similares. La tasa de crecimiento
mas alta se presenté en la réplica 2 con un valor de 0.178 cels/dia. De acuerdo con los
valores de r calculados, las muestras 1 y 2 presentaron el valor maximo de la fase
exponencial al dia dos a partir de la inoculacién del cultivo, mientras que la muestra 3
hasta el dia 6. Asimismo, los tres casos presentan picos evidentes de crecimiento
seguidos de decaimientos de las poblaciones, no obstante, se mantuvieron en fase
estacionaria hasta el final de las mediciones, excepto la réplica 2 que presentd una alza

en la poblacion tras este decaimiento.
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Comparacion entre tratamientos de C. grovei

En cuanto a las graficas comparativas, en primer lugar, se presenta la correspondiente al

medio 3N y la iluminacion 1:
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Fig. 12. Comparativo de las condiciones nutrientes en el medio (3N) e iluminacién maxima (iluminacién 1).

En la figura 12, se observa que la fase exponencial de la réplica 3 marcé una diferencia
significativa con las otras réplicas, como se expuso anteriormente, la réplica 3 de la
iluminacion presentd una tasa de crecimiento muy alta. Las réplicas 1 y 2 presentaron

valores por debajo de ésta.

Contrario a lo anterior, en la figura 13 se muestra que la iluminacién juega el papel mas
importante cuando en el medio no se presenta el nutriente esencial evaluado. Es muy
claro que la curva del medio (BG11¢) presentd valores por debajo de la iluminacion, no
obstante, la réplica 3 del tratamiento luminico presentdé un comportamiento distinto al resto
de las réplicas. En la figura 14, se evidencia que los nutrientes son el factor del cual se
valen las células para desarrollarse puesto que presenté valores por encima de las

réplicas en el rango de iluminacion.
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Fig. 13. Comparacion de la iluminacién 1y la ausencia de nitrégeno en el medio.
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Fig. 14. Comparativo entre las réplicas de la iluminacion 2 (intervalo minimo) y el medio con triple nitrégeno

Caso contrario cuando se comparé este mismo intervalo con la curva del cultivo en medio
BG11y (figura 15), las células, entonces, se valen de la iluminacion para llevar a cabo sus

funciones basicas en ausencia de nutrientes esenciales.
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Fig. 15. Curva de crecimiento del medio sin nitrgeno comparado con las réplicas de la iluminacion 2

El resultado de la comparacion de las graficas de la iluminacién 1 contra el pH 7.5 (figura
16) muestra que, al principio, cuando se inocul6 el cultivo, el control presento la fase de

decaimiento y posteriormente remonta la poblacion.
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Fig. 16. Comparacion entre la iluminacion 1y el cultivo de pH 7.5
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Ahora, en la figura 17, cuando se juntaron las curvas de la iluminacion 2 con las del pH
7.5, resultd que no hay una variable que defina claramente el crecimiento poblacional de
la especie. Se observa que las cuatro curvas de mantienen a partir del dia 13 en un

intervalo constante (de acuerdo al eje cels/ml).
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Fig. 17. Comparacion entre la iluminacion 2 y el cultivo de pH 7.5

Las comparaciones de los intervalos maximo y minimo contra pH 8.5 estan representadas
en las figuras 18 y 19. En la primera, aunque con una diferencia muy pequena, el pH es la
variable que define el comportamiento del cultivo; mientras que, en el segundo caso, el pH
presenta una fase exponencial muy marcada y sigue siendo la variable mas significativa
para la especie. Al final del tratamiento, los valores de las cuatro curvas también se

mantienen en el mismo intervalo de la fase exponencial.
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Fig. 18. lluminacién 1 versus pH 8.5
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Fig. 19. lluminacién 2 versus pH 8.5
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Por ultimo, los graficos comparativos de la concentracion de nutrientes y pH:
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Fig. 20. Comparativo de la concentracion de nutrientes y pH

En la figura 20 se observa que las curvas correspondientes a los nutrientes en el medio
son importantes para el arranque de los cultivos. Las variables no compitieron entre si al

haber presentado valores menores en el pH.
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Para comprender mas estas relaciones y comparaciones se presenta a continuacion la
grafica de radar obtenida: donde se utilizaron los valores minimos y maximos de cada

variable evaluada, el resultado fue el siguiente:

lluminacion 2 BGO

m Maximo

H Minimo

lluminacién 1 pH 7.5 control

pH 8.5 control

Fig. 21. Grafica de radar donde se muestran las variables evaluadas en los cultivos. El area azul representa

los valores maximos para cada variable, mientras que el area roja los valores minimos.

En la figura 21 se muestra que las variables que tienen mayor influencia sobre el cultivo
de la especie son: el medio adicionado con mas nitrégeno, el pH mas basico e iluminacion

baja.

Discusion
Caracterizacion taxondmica

Respecto a otros estudios realizados en los lagos de la Cantera Oriente, este representa
el primero en enfocarse uUnicamente en el género Chlamydomonas, las especies

identificadas representan un primer acercamiento al conocimiento de la riqueza de
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especies del género en el lugar de estudio. Dos de ellas ya han sido reportadas para
México en lagos de Xochimilco (C. snowiae y C. globosa), y esto da una referencia sobre

las relaciones ambientales y ecoldgicas de los lagos actuales en el Valle de México.

Resulta vital considerar a detalle cada uno de los caracteres morfolégicos al momento de
la identificacion taxondmica para detectar las discrepancias entre las especies y evitar
identificaciones erréneas. Recientemente, Préschold y Darienko (2018), lograron detectar
las diferencias entre la especie C. globosa y C. incerta, que por mucho tiempo se
consideraron como una misma y tras analizar cada caracter se estipulé lo contrario. Del
resto de las especies, C. grovei y C. snowiae han sido reportadas en el continente

americano.

Es importante mencionar que las especies aqui registradas presentan rangos amplios de
distribucion, lo que denota la diversidad de microambientes presentes en la Cantera.
Ademas, las especies identificadas nos muestra la relacién que existe entre los cuerpos

de agua del Valle de México respecto a las funciones ecosistémicas de la flora presente.

Crecimiento poblacional

Nutrientes

De acuerdo a la concentracion molar de los componentes del medio utilizado y en
referencia a la dinamica poblacional en el tratamiento donde se recurrié a adicionar una
concentracion mayor de un nutriente (nitrato de sodio), éste estimuld significativamente el
desarrollo de la especie seleccionada, por lo que el nitrégeno en los cultivos resulté ser
limitante dado que la abundancia de las células respondié a la concentracién de este. Las
especies de Chlamydomonas no tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, pero

si pueden asimilar N de varias fuentes (amonio); las respuestas ante la deficiencia de
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nitrégeno son la pérdida de clorofila y aumento en carotenoides (Richmond, 2004). De
acuerdo con lo anterior, la densidad celular registrada para los tratamientos se
correlaciond con la concentracidon de nutrientes; es decir, donde la concentracién fue
mayor (3N) la especie Chlamydomonas grovei presenté un crecimiento favorable y tasas
de crecimiento mayores, mientras que en el tratamiento sin nitrégeno el crecimiento fue
deficiente ya que, esta deficiencia, limita también la formacion de aminoacidos y a su vez
de proteinas, las cuales estan involucradas en muchos de los aspectos del crecimiento
(estructurales y metabdlicos). Si el suministro de nitrégeno no es suficiente no se pueden
formar las proteinas necesarias para mantener los niveles 6ptimos de crecimiento. Es
importante mencionar que la falta de nitrégeno afecta significativamente la actividad y/o
capacidad reproductiva de las células (Rochaix, 2001) y también se vio reflejado en la
talla de las células (observacion personal) y en la formacién de estados palmela, esto se
observd en los cultivos mantenidos en medio BG11y. Las células en respuesta a la
deficiencia de nutrientes, o bien ante el agotamiento de estos, formaron estados palmela
caracterizados por la pérdida de los flagelos, las células se observaron agrupadas y la

membrana engrosada.

La tasa de crecimiento responde a la disponibilidad de nutrientes de una manera
dinamica. Puesto que el nitrdgeno es un nutriente esencial en la composicién del
fitoplancton, la ausencia de éste compromete su desarrollo. Considerando esto, en las
graficas 12 y 14 se observo que el nitrégeno es indispensable para el arranque del cultivo
y no tanto la disponibilidad de luz. Ahora bien, en la figura 20 se ilustro la influencia clara
que tiene la concentracion de nutrientes sobre el pH, en resultados anteriores a este se
mostré como la ausencia de nitrégeno en el medio se ve compensada con las otras

variables para iniciar la primera fase de la curva de crecimiento; no obstante, al contrastar
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estas variables, incluso la ausencia de un nutriente esencial repercute en mayor medida

sobre el pH mas 6ptimo para la especie.

pH

Ademas de la disponibilidad y cantidad de nutrientes, el pH también es una variable
fundamental que afecta no solo el crecimiento sino también el metabolismo de las

microalgas.

De acuerdo con los valores de las tasas de crecimiento, la especie C. grovei, crece de
manera 6ptima en pH 8.5, lo que se contrapone a la literatura donde algunos autores
coinciden que el crecimiento de las microalgas es éptimo con un pH de 7.5 (Linden y
Hartmut, 2001; Del Rio, et al., 2008). Puesto que el pH se ve influenciado por los
procesos metabdlicos propios de las microalgas y aumenta conforme la edad y
condiciones del cultivo, en las figuras 8 y 9, se puede observar claramente que las curvas
de los cultivos que se mantuvieron en los pH correspondientes (7.5 y 8.5) no destacan de
entre las réplicas y de acuerdo a las graficas comparativas (figuras 16-19), el pH resulté
ser el factor con mayor influencia respecto a la iluminacion; sin embargo, cuando se
comparo contra la concentracion de nutrientes, el pH no es una variable imprescindible
para iniciar el crecimiento. Se observé que entre mas cercano fuera el pH de los cultivos a
las condiciones de los cuerpos de agua donde se colectaron las muestras (cuadro 1),
estos presentaron tasas de crecimiento mas favorables respecto del control. Entonces,

esta especie de Chlamydomonas requiere pH basicos para su florecimiento.

Visviki y Santikul (2000) reportaron para la especie Chlamydomonas applanata que el pH
optimo de crecimiento es de 7.4 y en 2017 Grewal y colaboradores indican que el
crecimiento de C. reinhardtii es 6ptimo a un pH de 8 y 6.8. Bajo ambas premisas, el pH

6ptimo para el favorable crecimiento de las microalgas dependera de la especie. No
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obstante, para comprender cémo impacta el pH en el crecimiento de las especies, es
esencial comprender los mecanismos bioldgicos que las regulan en estas poblaciones

particulares.

lluminacion

Dados los resultados presentados para esta variable, la tasa especifica de crecimiento de
las microalgas, y en especifico de la especie evaluada, depende de la intensidad de la luz
a la cual se somete. El crecimiento de las microalgas se incrementa conforme la
intensidad de luz aumenta, lo cual coincide con lo observado en el campo. Este patron de
crecimiento en relacion con la intensidad de luz se ha observado en la mayoria de las
especies de microalgas (Fabregas et al., 1998); sin embargo la intensidad y régimen de
iluminacion también es propio de cada especie de microalgas. La fotosintesis es la
principal fuente de energia para las microalgas, por lo tanto, una mayor intensidad de luz
deberia proporcionar a las células mas energia para los procesos de reproduccion sexual
y asexual (Funes, et al., 2007). Sin embargo, segun Muller, et al., (2001) existe la
posibilidad de que las células entren en un decaimiento no fotoquimico (QNP) como
respuesta al exceso de intensidad de luz el cual es perjudicial para ellas, en el caso de
este estudio, el rango de iluminacion preferencial para la especie utilizada fue el minimo
(iluminacién 2, figura 20), por lo que este mecanismo ayudo a regular la fotosintesis en los
cultivos reflejandose en tasas de crecimiento mas altas respecto al rango de iluminacién
mayor. Dado que la calidad y cantidad de luz puede variar mucho en el entorno natural,
las especies responden a estos cambios al alterar la funcion de su aparato fotosintético
(Rochaix, 2001). Es posible que las células a alta intensidad de luz agoten todos los

nutrientes del medio requeridos mas rapido resultando en mediciones mas bajas.
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Puesto que las especies no responden de forma homogénea a los factores fisicoquimicos
en el ambiente, se recomienda evaluar en ambientes cerrados los requerimientos

nutricionales de cada especie.

Conclusiones

e |Las especies identificadas en los cultivos denotan la variedad de microambientes

presentes en la Cantera Oriente.

e La deficiencia del nitrégeno como macronutriente en el medio de cultivo tiene un
efecto negativo en el crecimiento poblacional y tasa de crecimiento en

Chlamydomonas grovei.

e La alta iluminacién y un pH neutro comprometen de la misma manera la fisiologia

de esta especie.

e Las condiciones ideales de cultivo para C. grovei se obtienen mediante la adicion
de nitrogeno al medio de cultivo seleccionado (8.82x10-3M), iluminacién de 13.7 a

16.2 m2s'y pH entre 8.5y 8.7.

Es importante asumir investigaciones que estén orientadas hacia el estudios de las
respuestas fisiologicas de las poblaciones de algas ante las deficiencia de recursos
fundamentales (cantidad de nutrientes, iluminacién, pH, etcétera), ya que las
comunidades fitoplanctonicas afectan de manera directa o indirecta los niveles tréficos de

los ecosistemas acuaticos.
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