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Abstract

In the following study, two sampling was taken in the “Los Azufres” region in the CFE geothermal
power plant located in the satate of Michoacan, in which a number of areas for sampling were selected
to later be analyzed and studied for the presence of microalgae. From the samples of areas selected
were strew on solid medium; in the first sampling the agar medium BG11 was selected and the PBS
like buffer for the dilutions; in the second sampling the agar medium CHU10 amended by Gerloff was
selected and destilled water for dilutions. In the results no growth was observed in the solid medium
BG11, while with the CHU10 mediumd amended by Gerloff the growth was in almost all Petri dishes.
Starting with these growths were able to isolate three types of microalgae.

1 Introduccidén

Las microalgas son un grupo polifilético de organismos fotdtrofos oxigénicos, auxotroficos o
facultativamente heterotrofos, restringidos a ambientes himedos por la ausencia de mecanismos de
proteccion contra la desecacion (Moreno et al., 2012). La importancia de las microalgas radica en su
gran capacidad de fijar CO2 y convertirlo en O2; debido a esto, son una parte importante de las
cadenas alimenticias acuaticas. Tan solo el 80% del O2 en la tierra es producido por microalgas
(Tortora J. G., 2007). Sin embargo, no es lo unico por lo que las microalgas son importantes, en
estudios recientes se ha demostrado que las algas pueden producir biocombustibles alternos a los
del petréleo. Sin embargo, los suministros de agua, de nutrientes y el consumo de energia se han
sefialado como cuestiones clave en los sistemas de produccién de biocombustibles con microalgas
(Mottet, Habouzit, & Steyer, 2014). También cabe resaltar que se les menciona como el alimento
del futuro por destacarse en tener un alto poder nutritivo y su variado contenido de grasas y calorias
(Valdés & Blanco Soto, 2008). Las algas, asi como otros organismos, se han caracterizado por
desarrollarse perfectamente a condiciones ambientales variadas, ya sean de temperatura, presion o
pH, por lo que se ha demostrado que algunos organismos pueden vivir en condiciones extremas. La
zona donde se tomaron las muestras se ubica en el estado de Michoacan, en una planta
geotermoeléctrica de la Comision Federal de Electricidad llamada “Los Azufres”. Esta zona es
caracterizada por contener altas concentraciones de azufre, pH variado y temperaturas que pueden
alcanzar los 80°C, lo cual convierte a esta zona interesante para investigar. A pesar de esto, no
existen estudios sobre la presencia de algas en esta zona, teniendo en cuenta que estas pueden tener
un impacto positivo significativo sobre el ambiente y los seres humanos, debido a su capacidad de
desarrollarse en este tipo de ambientes un tanto inusuales. El presente trabajo esta enfocado en
aislar e identificar microalgas proveneintes de la zona geotérmica de “Los Azufres” que presenta
ambientes extremos (alta concentracion de azufre, pH bajo y altas temperaturas) para posteriores
estudios con un enfoque bioldgico, ecoldgico o biotecnolégico.

1.1 Materiales y métodos

Muestreo:

Primer muestreo. Se esterilizaron por calor humedo frascos de vidrio con capacidad de 1 litro para las
muestras de agua y tubos Falcon de 50 ml para las muestras de sedimento. Se designaron ocho zonas de
donde se tomaron las muestras (Tabla 1), cuatro de agua y cuatro de sedimento, y se tomaron medidas
de temperatura, pH (Potenciémetro) y las coordenadas de cada zona (GPS). Las cuatro muestras de
agua fueron superficiales, se etiquetaron adecuadamente y se almacenaron a temperatura ambiente
hasta su posterior uso.
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Las cuatro muestras de sedimento se tomaron de las zonas que se observaban con mayor
abundancia de algas, se etiquetaron adecuadamente y se almacenaron a temperatura ambiente.

Tabla 1 Propiedades fisicas y coordenadas de cada zona que se muestreo en el primer muestreo.

Latitud Longitud (°C)
3 19°49.355' N 100°40.065' W 20 -
4 19°49.356' N 100°40.078' W 27 -
4.1 19°49.354 N 100°40.078' W 27 -
5 19°49.350' N 100°40.079' W 40 -
7 19°49.351' N 100°40.080' W 30 -
9 19°49.334' N 100°40.101' W 55 -
10 19°49.346 N 100°40.105' W 30 -

Segundo muestreo. Se esterilizaron por calor himedo frascos de vidrio con capacidad de 1 litro
y se almacenaron para el muestreo de agua. Se designaron 8 zonas (Tabla 2) para las muestras de agua.
Se midi6 la temperatura, el pH (tiras de pH) y se tomaron las coordenadas de la cada zona. Se tomaron
muestras superficiales (800 ml aproximadamente) de cada una de las ocho zonas, se etiquetaron
correctamente y se almacenaron a temperatura ambiente y en presencia de luz hasta su tratamiento.

Tabla 2 Propiedades fisicas y coordenadas de cada zona que se muestred en el sequndo muestreo.

Latitud Longitud (°C)

A 19°49.366' N 100°40.07' W 18.5 55
B(7) 19°49.365' N 100°40.014' W 33 3

C 19°49.356' N 100°40.084 W 35 3
D(10) 19°49.347'N  100°40.103' W 25 55

E 19°49.335'N  100°40.110' W 25 5

F 19°49.334' N 100°40.113' W 35 55

G 19°49.337' N 100°40.089' W 35 3.5

H 19°49.338' N 100°40.092' W 46 55

Tratamiento de la muestra y siembra:

Primer muestreo. Se prepararon 450 ml de medio BG11 y se esteriliz6 en una olla de presién a 120°C y
15 Ib de presion durante 15 minutos. Posteriormente se vertieron 15 ml de medio en cada caja de Petri
y se almacenaron en refrigeracion a 4°C para la siembra de las algas. Se esterilizaron perlas de vidrio
en tubos Falcon en una olla de presion a 120°C y 15 Ib de presién durante 15 minutos. Se prepard una
solucion reguladora de fosfatos (PBS) y se vertieron 0.9 ml de la solucion en cada tubo Eppendorf y se
esterilizaron en una olla de presién a 120°C y 15 Ib de presion durante 15 minutos. Se realizaron
diluciones seriadas de cada muestra tanto de agua como de sedimento desde 100 hasta 10-2, tomando
0.1 ml de cada muestra y vertiéndolos en los 0.9 ml de los tubos Eppendorf, tomando como ésta la
dilucion 10-1, y se agito para que se homogeneizara la dilucion. Posteriormente se tomaron 0,1 ml de
esta dilucion y se vertieron en otro tubo Eppendorf con los 0.9 ml de solucion de PBS y se agito,
tomando esta dilucion como la 10-2.
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Cada dilucién se sembrd por goteo con ayuda de una micropipeta de 0.01-0.1 ml. Se tomaron
0.1 ml de cada dilucion y se vertieron sobre las cajas Petri con medio BG11, posteriormente se le
agregaron de 4 a 6 perlas de vidrio a cada caja y se agitaron las perlas hasta que se secara la dilucion en
el medio y las perlas pudiesen resbalar sin problemas. Se sellaron las cajas y se dejaron a temperatura
ambiente (23-25°C) y con iluminacién las 24 horas.

Segundo muestreo. Se tomaron alicuotas de 0.1 ml de cada muestra y se hicieron diluciones
seriadas con agua destilada estéril desde 100 hasta 10-2. Se prepararon 450 ml de medio agar CHU 10
y se vertieron en cajas de Petri. Se etiquetaron adecuadamente las cajas y se dejaron a temperatura
ambiente y con iluminacion las 24 horas durante 7 dias.

Almacenamiento de la muestra:

Primer muestreo. Se desinfectaron con benzal 4 botes de plastico con tapa con capacidad de 1 litro, 4
refractarios pequefios con tapa de 100 ml, 4 mangueras pequefias y 4 aireadores para pecera. Se
vertieron las cuatro muestras de agua en los botes de plastico y se le puso a cada bote un aireador con
Su manguera unida a una bomba de aire, filtrando el aire con un pequefio algodon a las salidas de la
bomba. Las muestras de sedimento se vertieron en los refractarios de vidrio y se hidrataron con agua
destilada y se sobretaparon. Todas las muestras se dejaron a condiciones ambientales y con luz las 24
horas.

Se le agreg6 una solucion de nutrientes (nitratos, sulfatos y sulfuros) a cada muestra segun la
relacion que hay en el medio BG11.

Segundo muestreo. Se desinfectaron con benzal 8 botes de plastico con tapa con capacidad de
1 litro, con sus respectivas mangueras y aireadores. Se dejaron a temperatura ambiente, con
iluminacion y aireacion las 24 horas.

Figura 1. Almacenamlento de Ias muestras del primer muestreo (A) y del segundo muestreo (B)
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Identificacion y aislamiento:

El seguimiento de los pasos para la identificacion y aislamiento se hizo de la misma manera tanto en el
primer como en el segundo muestreo. Para las muestras de agua se tomaron aproximadamente 0.1 ml
de muestra y se observo al microscopio con objetivos 40X y 100X (aceite de inmersion). Para las
muestras de sedimento se tomd con una espatula lo menos posible de éste, y se observé al microscopio
a 40X y 100X (aceite de inmersion). Para tomar una muestra donde se presencie crecimiento de algas
(adheridas a las paredes del bote), se tomd muestra con un hisopo previamente esterilizado.
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Se raspé levemente sobre una pared y posteriormente se observé al microscopio a 40X y 100X
(aceite de inmersién). Se fotografiaron las diferentes células que se observaron, para finalmente
comparar por medio de referencias (manuales, articulos o guias) las células observadas.

El aislamiento se llevo a cabo por medio de la técnica de estriado por agotamiento de cada
colonia observada macroscopicamente en los medios solidos, para que posteriormente cada colonia se
observara en el microscopio y se identificaran cuantos tiepos de células habia.

1.2 Resultados y discusion

Los resultados denotados a continuacion son resultados parciales que se tiene del proyecto. Primer
muestreo:

En el primer muestreo no hubo crecimiento de microalgas en el medio sélido BG11, el cual es
un medio general para las algas.

Esto se pudo deber a varios factores que no se tuvieron en cuenta, uno de ellos fue que se utilizo
agua destilda para la elaboracion del medio y no agua proveniente de la zona donde se muestreo; otro
de los factores es que las diluciones se hicieron con la solucién reguladora de fosfatos PBS; esto pudo
afectar en el pH y evitar que ploriferaran de manera adecuada las microalgas. Sin embargo, en los botes
donde se almacenaron las muestras, las algas crecieron y se mantuvieron sin ningin problema.

En la tabla 1 a comparacion de la tabla 2 no aparece el pH de cada zona debido a que en el
primer muestreo el pH que se tomo era errdneo, puesto que el potenciometro estaba descalibrado. No se
logré aislar alguna especie de microalga, pero si se pudieron identificar algunas posibles dentro de estas
muestras con ayuda de un microscopio Optico y observando con el objetivo de 100 X, para
posteriormente comparar las fotografias tomadas, con ayuda de la pagina web www.algaebase.org.
También cabe resaltar que se encontr6é una gran diversidad de diferentes células en cada muestra pero
solo tres de ellas se pudieron identificar con su posible nombre.

Figura 1.1 Algunas microalgas posibles de las muestras 9, 7 y 10 del primer muestreo.A)Microspora
amoena, B) Chroococcus limneticus lemmermann y C) Posible Navicula.
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Segundo muestreo:

En el segundo muestreo se tuvo éxito con las muestras que se sembraron en el medio sélido CHU10
modificado por Gerloff.
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Hubo crecimiento de todas las zonas de donde se tomd la muestra para sembrar en las cajas de
Petri, con excepcion de dos zonas las cuales no se observé macroscopicamente ningun crecimiento o
alguna proliferacion de colonias de microalgas.

Las zonas que tuvieron crecimiento en las cajas fueron la A, D, E, F, G y H; mientras que las
que no tuvieron crecimiento fueron la B y la C. Es interesante recalcar que todas las cajas estuvieron
bajo las mismas condiciones.

Lo més probable es que las condiciones estrictas a las que se mantuvieron las muestras pudo
afectar que ese tipo de microalga no se desarrollara con éxito.

Se seleccionaron las cajas donde hubo colonias de microalgas y se observaron al microscopio
con el objetivo de 100X para poder distinguir si habia més de una sola célula diferente. Se logré
observar en la zona E, D y G un solo tipo de célula aislada, pero sin ain poder identificar a que genero
de microalga pertenece.

Figura 1.2 Microalgas aisladas de una sola célula de las zonas D (A), G (B) y E (C) del segundo
muestreo.
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1.3 Conclusiones

Se obtuvieron tres células aisladas de tres zonas muestreadas. Sin embargo, no se han podido
identificar de manera precisa los géneros y especies de las microalgas observadas en el microscopio, asi
como las microalgas aisladas en el medio s6lido CHU10 modificado por Gerloff. Se ha encontrado una
gran diversidad de morfologias de células en la regidon geotérmica de Los Azufres, por lo que es
necesario continuar con su identificacion y estudios de crecimiento.
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